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1 Zusammenfassung
Die Literatur beschreibt den Fibroblasten-Wachstumsfaktor -2 (FGF-2) als einen wesentlichen
Faktor der Regulation der Neurogenese. Die adulte Neurogenese findet hauptsächlich in der sub-
ventrikulären Zone der lateralen Ventrikel sowie der subgranulären Zone des Gyrus Dentatus
(DG) statt. Die meisten Studien untersuchten den Einfluss von exogen appliziertem FGF-2 auf
die Proliferation der Zellen. Wir waren daran interessiert, die Rolle des endogenen FGF-2 auf
proliferierende, differenzierende und migrierende Zellen der Neurogenese im DG zu untersuchen.
Durch immunhistochemische Untersuchungen mit Markern für proliferierende, differenzierende
und migrierende Zellen im DG der FGF-2+/+ und der FGF-2−/− Mäuse konnten wir feststellen,
dass das Fehlen des endogenen FGF-2 zu einer drastischen Reduktion der Neurogenese führt und
eine Erhöhung des Zelltodes zur Folge hat.
An hippokampalen Slices untersuchten wir, ob der Verlust des endogenen FGF-2 und die damit
verbundene Reduktion der Neurogenese sowie der ansteigende Zelltod durch die akute Zugabe
von exogenem FGF-2 kompensiert werden kann. Die Ergebnisse zeigen, dass durch die akute
Behandlung der FGF-2−/− Slices mit FGF-2 weder die Reduktion der Neurogenese noch die
Erhöhung des Zelltodes kompensiert werden. Auch die akute Blockierung des endogenen FGF-2
mittels eines FGF-2 neutralisierenden Antikörpers zeigte keinen Einfluss auf die hippokampale
Neurogenese, ein wichtiger Hinweis, dass der FGF-2−/− Phänotyp wahrscheinlich nicht auf ei-
nem akuten FGF-2-Mangel beruht, sondern wahrscheinlich komplexere Ursachen hat.
Weiterhin wurde der Einfluss des Alterns sowie der Einfluss von FGF-2 im Alter auf die Neuro-
genese untersucht. Immunhistochemisch konnten wir zeigen, dass die Neurogenese im Alter noch
statt findet, aber drastisch reduziert ist. Endogenes FGF-2 scheint im Alter weniger wichtig für
die Neurogenese zu sein. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl neurogeneti-
scher Zellen im DG alter FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse beobachtet.
Ein klinischer Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen De-
pressionen und Neurogenese. Es ist bekannt, dass sich während der Depression das hippokampale
Volumen und auch die Neurogenese verringert. Mittels immunhistochemischer Studien konnten
wir die Reduktion der Neurogenese in bulbektomierten Mäusen (Depressionsmodel) bestätigen.
Da Serotonin in die Regulation der Depression involviert sein soll und auch einen mitogenen
Effekt auf die Neurogenese zu haben scheint, haben wir den Effekt der Antidepressiva Amitri-
ptylin und Citalopram untersucht. Nach der Behandlung der bulbektomierten Tiere mit diesen
Antidepressiva konnten wir immunhistochemisch keine Steigerung der Neurogenese beobachten.
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Da FGF-2, wie oben bereits beschrieben, die Neurogenese fördern soll, haben wir den Einfluss
von FGF-2 auf die Neurogenese bulbektomierter Tiere untersucht. Die Applikation von FGF-2
in die Ventrikel bulbektomierter Tiere zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Neurogenese.
Zusammenfassend scheint FGF-2 ein bedeutender Faktor der Neurogenese zu sein, welcher we-
niger allein, sondern über die Involvierung in weitere Signalwege das Überleben der Zellen sowie
deren Differenzierung und Migration fördert.
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2 Summary
The literature describes the Fibroblast-Growth-Factor-2 (FGF-2) as one of the fundamental fac-
tors that is involved in regulating neurogenesis. Adult neurogenesis is mainly restricted to two
areas in the brain, the subventricular zone (SVZ) and the subgranular zone (SGZ) of the dentate
gyrus (DG). Many studies have investigated the influence of FGF-2 on cell proliferation. Howe-
ver, we were interested in studying the role of endogenous FGF-2 on proliferating, differentiating
as well as migrating neurogenic cells in the DG. By immunohistochemical markers we could show
that the loss of endogenous FGF-2 leads to a decrease in differntiating cells and results in an
increase of cell death.
On the basis of organotypic hippocampal slices we were interested to investigate whether FGF-2
applied to slice cultures of FGF-2−/− mice could compensate for the reduction of neurogenesis
and the increase in cell death. The results indicate that short-term treatment with FGF-2 was
neither sufficient to compensate for the loss of FGF-2 nor able to prevent cell death seen in
FGF-2−/− mice. Also the acute block of endogenous FGF-2 in FGF-2+/+ mice using FGF-2
neutralizing antibodies did not induce a decrease in adult hippocampal neurogenesis.
Furthermore, we were interested in studying the influence of aging and FGF-2 in aged mice on
hippocampal neurogenesis. By using immunohistochemical markers we found a dramatic decrea-
se in neurogenesis during ageing. Endogenous FGF-2 seems to be less important for neurogenesis
since we found no differences in the number of neurogenetic cells in the DG of aged FGF-2+/+
vs. FGF-2−/− mice.
One clinical aspect of this work was to investigate a possible link between depression and hip-
pocampal neurogenesis. From the literature it is known that during depression a decrease in
hippocampal volume as well as neurogenesis occurs. By using bulbectomized mice, as a model
for depression, we observed a decrease in neurogenesis. Given that serontonin seems to be in-
volved in regulating depression but also acts as a mitogen on neurogenetic cells we investigated
the effect of the antidepressants citalopram and amitriptylin on hippocamal neurogenesis. After
treatment of bulbectomized mice with these antidepressants no significant increase in neuroge-
nesis could be observed. Furthermore, we wanted to study the effect of FGF-2 on bulbectomized
mice. The results show a slight increase of neurogenic cells in the DG of bulbectomized mice
after FGF-2 treatment.
In summary FGF-2 is an important factor which seems to regulate neurogenesis more by invol-
vement in other signaling pathways, than by its own.
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3 Einleitung
3.1 Adulte Neurogenese - Ein historischer Überblick
Seit Beginn des frühen 19 Jahrhunderts ging man davon aus, dass das adulte Zentrale Ner-
vensystem (ZNS) der Säugetiere nur eine beschränkte Regenerationsfähigkeit besitzt (184). Es
wurde angenommen, dass sich der Reparaturmechanismus des Gehirns auf die Verzweigungen
der Axonendungen, Änderungen der Neurotransmitter-Rezeptor Expression oder die synaptische
Reorganisation beschränkt, nicht jedoch auf das Ersetzen sterbender oder degenerierter Neurone
(125). Als Pioniere der adulten Neurogenese gelten Altman und Das. Sie vermuteten 1965 erst-
mals, dass Neurogenese im adulten Gehirn vorkommt (4). Sie benutzten die in den 50er Jahren
entwickelte Methode, sich teilende Zellen mit 3H-Thymidin zu markieren. 3H-Thymidin wird
während der S-Phase der Zellteilung in die sich replizierende DNA eingebaut und konnte so au-
toradiographisch nachgewiesen werden. Diesen Studien wurde wenig Beachtung geschenkt, da
ihnen die funktionale Relevanz fehlte. Dies änderte sich mit den Studien von Kaplan et al.. Es
konnte gezeigt werden, dass die neugeborenen Neurone im Hippokampus für lange Zeit überleben
können und synaptische Eingänge erhalten (101) (100). Zum Ende des 20. Jahrhunderts konn-
ten viele Arbeiten die Neurogenese in verschieden Regionen des adulten Gehirns der Säugetiere
belegen (5) (60) (103). Die Untersuchung der Neurogenese wurde auch durch die Einführung des
BrdU, einem synthetischen Thymidinanalogon, welches ebenfalls in der S-Phase des Zellzyklus
in die sich teilenden Zellen eingebaut wird, vereinfacht. BrdU hat den Vorteil, sich immunhi-
stochemisch nachweisen zu lassen und gilt bis heute als einer der Hauptmarker sich teilender
Zellen. Die zwei Hauptregionen, in denen die adulte Neurogenese statt findet, sind zum einen die
Subventrikular-Zone (SVZ) in den lateralen Ventrikeln sowie die subgranuläre Zone des Gyrus
Dentatus (DG). Die Neurogenese ist demnach nicht nur ein Modell, welches hilft, die grundlegen-
den Mechanismen der Entwicklung des ZNS zu verstehen, sondern sie könnte auch ein wichtiger
Ansatzpunkt für neue Therapien bezüglich verschiedener Erkrankungen des ZNS sein.
3.2 Adulte Stammzellen
Als adulte Stammzellen, auch somatische Stammzellen genannt, werden undifferenzierte Zellen
bezeichnet, die sich selbst erneuern und zu Zelltypen des entsprechenden Organs differenzieren
können. Die Selbsterneuerung dieser Stammzellen kann zum einen durch symmetrische Zell-
teilung erfolgen, wobei zwei Tochterzellen gleichen Zelltypes entstehen. Zum anderen kann die
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Selbsterneuerung durch asymmetrische Zellteilung erfolgen, wobei eine Tochterzelle identisch der
Mutterzelle ist, die andere jedoch zu einem anderen Zelltyp differenziert. Während der Entwick-
lung durchlaufen Stammzellen des Neuroepithels eine, oder mehrere symmetrische Teilungen,
gefolgt von mehreren asymmetrischen Teilungen.
3.3 Regulation der Neurogenese
Die adulte Neurogense findet hauptsächlich in zwei Hirnregionen statt. Einerseits in der sub-
ventrikulären Zone der lateralen Ventrikel (siehe Abb. 1), in welcher Interneurone des Bulbus
Olfactorius gebildet werden, andererseits in der subgranulären Zone des DG (siehe Abb. 2) in
welcher granuläre Neurone des Hippokampus gebildet werden (51) (5) (63) (84).
3.3.1 Die Subventrikularzone (SVZ)
Die SVZ ist die größte Keimzone im adulten Säugetiergehirn. Sie befindet sich in den lateralen
Wänden der lateralen Ventrikel (42). Die in der SVZ adulter Säugetiere neugeborenen Neurone
migrieren zum Bulbus Olfactorius und reifen dort zu lokalen Interneuronen (3) (129) (116) (174).
Zwei Hauptzelltypen sind in der SVZ zu finden. Zum einen die migrierenden, proliferierenden
Neuroblasten und zum anderen die Astrozyten. Die Zellen der adulten Neurogenese im SVZ/OB
System durchlaufen insgesamt 3 Stadien.
1. Proliferation und Zelltypbestimmung
Die Proliferation findet in der SVZ statt. Die proliferierenden Zellen sind von TA-Zellen
(transient amplifying cells) umgeben. Diese TA Zellen unterstützen die Proliferation der
Stammzellen, indem sie sich 4-5 mal teilen, bevor sie zu unreifen Neuronen ausdifferenzie-
ren.
2. Migration
In der SVZ existieren ´Kanäle´, die sogenannten Glia-Röhren (130) (93) (177). Inner-
halb dieser Kanäle migrieren die unreifen Neurone, gepackt in eine kettenartige Struktur
(vergleiche Abb. 1). Wenn die Neuroblasten den Bulbus Olfactorius erreicht haben, ver-
lassen sie diese kettenartige Struktur.
3. Integration
Die reifen Neurone differenzieren im OB zu granulären und periglomerulären Interneuronen
(vergleiche Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines Säugetiergehirns. Rechts ist der Bulbus Olfactorius (OB), links das
Cerebellum (CB) dargestellt. Die SVZ befindet sich entlang der lateralen Ventrikel. Die jungen Neurone
ordnen sich innerhalb der SVZ in kettenartigen Komplexen an. Viele der kettenartigen Komplexe sind mit
dem Rostralen Migratorischem Strom (RMS) verbunden, welcher die jungen Neurone in den OB leitet.
Im OB verteilen sich die jungen Neurone und reifen zu granulären und periglomerulären Neuronen.
Olfaktorische sensorische Neurone (OSN); Büschelzellen (T); Mitralzellen (M); granuläre Neurone (Gr);
periglomeruläre Neurone (PG). Abbildung verändert nach (125).
Außer zu dem OB können die Zellen der SVZ ebenso in Richtung Neocortex migrieren, wie zum
Beispiel bei Mäusen beschrieben (75) (133). In den Glia-Röhren befinden sich Astroglia Zellen,
welche GFAP sowie Vimentin und Nestin exprimieren (177) (178). Diese Moleküle sind wichtig
für die Migration und Leitung der Neuroblasten auf ihrem Weg zum OB.
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3.3.2 Der Hippokampus
Die hippokampale Formation, welche Teil des Temporallappens ist, ist an Lern- und Gedächtniss-
prozessen beteiligt. So führen Läsionen im humanen Hippokampus zu anterograden und retrogra-
den Amnesien. Studien, in denen hippokampale Läsionen in Affen durchgeführt wurden, zeigten,
dass zwar das Kurzzeitgedächtnis intakt war, aber keine neuen Informationen verarbeitet werden
können (71). Ebenso konnte ein Verlust der räumlichen Orientierung sowie der Navigation nach
einer hippokampalen Läsion in Ratten beobachtet werden (153) (37). Innerhalb der hippokampa-
len Struktur befindet sich der DG, in welchem adulte Neurogenese nachgewiesen werden konnte
(84) (108). Die neuronalen Vorläuferzellen befinden sich in der subgranulären Zone, in der sie
proliferieren und zu unreifen Neuronen differenzieren. Die Zellen der adulten Neurogenese im
Gyrus Dentatus durchlaufen insgesamt 3 Stadien.
1. Proliferation und Zelltypbestimmung
Die Proliferation findet in der SGZ statt (vergleiche Abb. 2). Die proliferierenden Zellen
sind von TA-Zellen (transient amplifying cells) umgeben. Diese TA Zellen unterstützen die
Proliferation der Stammzellen, in dem sie sich 4-5 mal teilen, bevor sie ausdifferenzieren.
2. Migration
Viele Neurone sterben innerhalb der ersten 1-2 Wochen. Die überlebenden unreifen Neurone
wandern in die granuläre Schicht des Gyrus Dentatus (107) (vergleiche Abb. 2).
3. Integration
Die unreifen Neurone reifen zu granulären Neuronen, und erhalten über den Tractus Perfo-
rans Eingänge von Entorhinalen Cortex (EC). Nach circa 4 Wochen erhält die CA3-Region
auch via Moosfasern Eingänge vom DG, welche in der Anzahl wenige sind, aber starke syn-
aptische Verbindungen aufweisen (vergleiche Abb. 2). Nach dieser Zeit sind die Neurone
in der Lage, Aktionspotentiale auszubilden (140) (217) (107) (199). Elektrophysiologische
Studien konnten zeigen, dass die neugeborenen Neurone nach 4-6 Wochen Eingänge aus
dem Cortex erhalten und funktionell in ihre Umgebung integriert werden. Die CA3-Region
projiziert über die Schaffer-Kollateralen zur CA1-Regionen. Die CA1-Region projiziert zum
Subiculum. Vom Subiculum gelangen die Informationen wieder zu EC (vergleiche Abb.
2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der hippokampalen Formation. Die neuronalen Vorläuferzellen prolife-
rieren und differenzieren in der subgranulären Zone des DG. Danach wandern die unreifen Neurone in
die granuläre Zone des DG und differenzieren dort zu granulären Neuronen. Diese erhalten Eingänge vom
EC (Lila) und projizieren in die CA3-Region via Moosfasern (Rot). Abbildung verändert nach (125).
Basierend auf der Morphologie können drei verschiedene Typen proliferierender Zellen unter-
schieden werden: (1) die radialen gliazell-ähnlichen Vorläufer (auch B-Zellen, oder Typ-1-Zellen
genannt), (2) die Nestin-exprimierenden (Typ-2-) Zellen, denen Gliazell-Merkmale fehlen und
(3) die Doublecortin positiven, Nestin-negativen (Typ-3-) Zellen (108). Ein Teil der Typ-3-Zellen
werden postmitotisch und beginnen neuronale Marker zu exprimieren. Die reifen Neurone begin-
nen Calretinin zu exprimieren. Es wird vermutet, dass das der Zeitpunkt ist, an dem die neuen
Neurone ihre Axone via Moosfasern in die CA3-Region senden (20). Die elektrophysiologischen
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Eigenschaften neuer und alter Neurone sind nach 1-2 Monate ähnlich, oder sogar identisch (217).
Die neuen granulären Neurone ändern dann ihr Expressionsmuster von Calretinin zu Calbindin
(20).
Die Funktion der adulten Neurogenese ist noch weitgehend ungeklärt. Es wird postuliert,
dass die adulte Neurogenese eine wesentliche Rolle spielen soll bei Lern- und Gedächtnissprozes-
sen. Die Neurogenese soll in den für das Lernen und Gedächtnis wichtigen Regionen sterbende
Neurone ersetzen und soll an der funktionellen Integration dieser Gebiete beteiligt sein. Adulte
Neurogenese sowie die Stimulation der endogenen Stammzellen könnte wichtig sein, um abge-
storbene Neurone in anderen Gehirnarealen zu ersetzen.
3 EINLEITUNG 23
3.4 Molekulare Marker der Neurogenese der verschiedenen Entwicklungssta-
dien
Die neu geborenen Zellen im Gyrus Dentatus exprimieren während ihrer Reifung, Migration
und Integration spezifische Marker. Anhand dieser ist es möglich, Zellen verschiedener Stadien
der Neurogenese zu visualisieren und zu quantifizieren. Im folgenden sind die in dieser Arbeit
verwendeten Marker dargestellt.
Abb. 3: Die Abbildung zeigt schematisch einen Ausschnitt aus dem Gyrus Dentatus. Zu sehen sind die
granuläre und subgranuläre Zone. Des Weiteren sind die verschiedenen Entwicklungsstadien und die in
diesen Stadien exprimierten Marker dargestellt. Abbildung verändert nach (45).
1. Phosphohiston H3
Die DNA der Eukaryoten ist rund um die Histonoktamere angeordnet. Die Oktamere be-
stehen aus den Histonen H2A, H2B, H3 und H4 und bilden zusammen mit circa 200 bp
DNA das Nukleosom. Das Histon H3 ist das Kernprotein des Nukleosom und besteht aus
einer Hauptdomäne sowie einem langen N-terminalen Ende. Phosphoryliert wird H3 haupt-
sächlich an den mitose-spezifischen Resten Ser 10 und Ser 28. Phosphohiston H3 wird in
der Arbeit als Proliferationsmarker verwendet, da er hauptsächlich in der M-Phase des
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Zellzyklus exprimiert ist.
2. NeuroD
NeuroD gehört zu der Familie der basic helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren.
Die bHLH-Proteine sind in verschiedene Prozesse der Entwicklung involviert, wie z.B. Zell-
typbestimmung und terminale Differenzierung. Die Expression des Transkriptionsfaktors
NeuroD verringert sich je älter die Neurone werden. Eine Ausnahme bilden die Strukturen
Hippokampus und Cerebellum. In diesen Regionen sind auch noch im Erwachsenenalter
NeuroD exprimierende Zellen zu finden (147). Im Gegensatzt zu der ausgedehnten Expres-
sion des NeuroD im ZNS zeigen NeuroD−/− Tiere nur in bestimmten Arealen des Gehirns
Defizite. So konnten bei diesen Tieren ein Verlust der granulären Zellen im Cerebellum und
Hippokampus, der sensorischen Neurone im Innenohr sowie der Photorezeptorzellen in der
Retina nachgewiesen werden (147) (111) (176).
3. Doublecortin
Das gehirnspezifische Gen Doublecortin wurde 1998 entdeckt. Eine Mutation des Double-
cortin Gens ist bei Menschen mit den neuronalen Entwicklungsstörungen X-chromosomale
Lissenacephalie und dem double cortex-Syndrom zu finden (69). Das mikrotubuli-
assoziierte Protein (70) Doublecortin ist cytoplasmatisch und 40 kDa groß.
Doublecortin ist ein Marker der Neurogenese und in reifen, sich differenzierenden und mi-
grierenden Neuronen zu finden. Doublecortin reguliert die Migration verschiedener kortika-
ler Neurone, in dem er auf die distalen Enden der Axone einwirkt und deren Ausdehnung
unterstützt (152) (66). Die Expressionsmuster des Doublecortins sind altersabhängig und
auf spezifische neuronale Zellgruppen, wie zum Beispiel Zellen aus dem rostralen migrato-
rischen Strom, beschränkt (158).
4. Calretinin
Die Expression der calcium-bindenden Proteine Calbindin, Pavalbumin und Calretinin ist
im ZNS weit verbreitet. Diese Proteine werden oft als Marker verwendet, um bestimmte
neuronale Zellpopulationen unterscheiden zu können (9). Es wird angenommen, jedoch
kontrovers diskutiert, dass Calretinin Neurone schützt, in dem es beispielsweise nach einer
Ischämie oder nach einem Trauma das Übermaß an intrazellulärem Calcium puffert (14)
(123) (2) (119).
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3.5 Faktoren, welche die Neurogenese beeinflussen
3.5.1 Verhalten und Umgebung
Die Beteiligung des Hippokampus an diversen Lern- und Gedächtnisprozessen ist schon lange
bekannt (197) (207) (157). Man nimmt an, dass die synaptische Plastizität innerhalb der hippo-
kampalen Formation die Gedächtnisprozesse unterstützt. Die genauen Mechanismen sind jedoch
noch weitgehend unbekannt. Da die subgranuläre Zone des DG eine der Regionen im Gehirn ist,
in der nachweislich die Neurogenese statt findet, geht man davon aus, dass die Neurogenese an
hippokampalen Lern- und Gedächtnisprozessen beteiligt ist (10) (79) (87) (104).
Dass die adulten Neurogenese in Lernprozesse involviert ist, konnte erstmals durch die Studien
von Nottebohm et al. gezeigt werden, in welchen das Erlernen von Gesängen an Singvögeln un-
tersucht wurde (72) (163). Lange Zeit wurde die Relevanz dieser Ergebnisse in Bezug auf das
Lernen bei Säugetieren kontrovers diskutiert. Viele Studien konnten jedoch nachweisen, dass die
neugeborenen Neurone der subgranulären Zone des DG synaptisch integriert werden (88) (140)
(28), charakteristische morphologische und biochemische Eigenschaften von Neuronen aufweisen
(26) (117) und Aktionpotentiale generieren können (218).
Verschiedene Studien lassen vermuten, dass eine angereicherte Umgebung, wie zum Beispiel grö-
ßere Behausungen, verschiedene Stimuli, größere Möglichkeit für soziale Stimulation und physi-
kalische Aktivität und Lernen (191), die Neurogenese signifikant steigert (105). Ebenfalls konnte
ein Anstieg der Neurogenese in Tieren beobachtet werden, nachdem diese im Laufrad trainiert
hatten sowie nach dem Rennen (ohne Laufrad) (216). Andere Studien haben gezeigt, dass die
Anzahl der überlebenden BrdU positiven Zellen durch hippokampusabhängige Aufgaben, wie
räumliches Lernen, gesteigert werden kann (74).
Neben der Manipulation der Umgebung und des Verhaltens sind auch pathologische Ereignisse
bekannt, welche die Anzahl der granulären Zellen erhöhen: Verletzungen des Hippokampus (172)
(12), Ischämien (128) und mechanische Läsionen (78).
Die Proliferation der Zellen im DG kann durch verschiedene Faktoren, wie Stress oder ansteigende
Glukokortikoid-Level, inhibiert werden (24) (76) (143).
3 EINLEITUNG 26
3.5.2 Endogene Faktoren
Die adulte Neurogense kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden, beispielsweise durch
genetische Faktoren, Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, Stress, Hormone, das Alter und
nicht zuletzt durch Umweltfaktoren.
Es konnte gezeigt werden, dass Neurotransmitter die Proliferation, Migration und das Überleben
neuronaler Stammzellen beeinflussen (24). Die Applikation von NMDA-Rezeptor-Antagonisten
führt postnatal zu einem Anstieg der Proliferation granulärer Vorläuferzellen (77). Dies lässt
vermuten, dass das glutamaterge NMDA-Rezeptorsystem normalerweise als Inhibitor der Neu-
rogenese fungiert (208).
Auch Hormone können an der Regulation der Neurogenese beteiligt sein. Adrenale Homonkon-
zentrationen sind umgekehrt proportional zur Neurogenese im DG. So führen verminderte Kor-
tikosteroid Konzentrationen im DG von Ratten zu einem Anstieg der Neurogenese granulärer
Zellen. Auch durch die operative Entfernung der Nebennierenrinde kommt es zum Anstieg der
Neurogenese. Dieser Anstiegt kann durch die Zugabe von Kortikosteroiden wieder reduziert wer-
den (76).
Es konnte gezeigt werden, dass die Wachstumsfaktoren die Proliferation der Stamm-
/Progenitorzellen in vitro und in vivo beeinflussen.
Zwei Wachstumsfaktoren, die im Zusammenhang mit der adulten Neurogenese diskutiert werden,
sind BDNF (Brain derived neurotrophic factor) und IGF-1 (Insuline-like growth factor-1). Durch
die Applikation von BDNF konnte ein Anstieg der Neurone im OB und in anderen Gebieten be-
obachtet werden. Auch in vitro kann BDNF die neuronale Stammzellproliferation steigern (175)
(192).
Adulte transgene Mäuse, welche IGF-1 überexprimieren, zeigten einen Anstieg granulärer Neu-
rone. Auch in vitro konnte beobachtet werden, dass IGF-1 als Mitogen auf Stammzellen wirkt
(127).
Des Weiteren wird angenommen, dass die Wachtumsfaktoren EGF (Epidermal growth factor)
sowie FGF-2 (Fibroblast growth factor-2) die Neurogenese regulieren.
Der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) erhöht die Zellproliferation in der SVZ adulter Ratten
und Mäuse (34). Auch verschiedene in vivo Studien konnten zeigen, dass die Proliferationsrate
isolierter neuronaler Vorläuferzellen aus der SVZ (189) und dem OB (126) durch den Wachs-
tumsfaktor EGF gesteigert werden konnte.
Wie oben bereits erwähnt, sind auch die FGFs in die Regulation der Neurogenese involviert. Viele
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Mitglieder der FGF-Familie werden schon früh in der Entwicklung des Gehirns, in Regionen in
denen die Neurogenese stattfindet, exprimiert. Auch postnatal sind die FGFs in neuroprolifera-
tiven Gebieten zu finden. Dies lässt vermuten, dass die FGFs in engen Zusammenhang mit der
Neurogenese stehen könnten (24). Der Wachstumsfaktor FGF-2, welcher während des Erwachsen-
werdens in der SVZ der lateralen Ventrikel und in der SGZ des Gyrus Dentatus exprimiert wird,
erhöht, durch systematische Zugabe, die Zellproliferation im Hippokampus sowie im Cerebellum
neonataler Ratten (224).
3.6 FGF-2/FGFR und die adulte Neurogenese
3.6.1 FGF-2
Die Familie der FGFs umfasst 23 Mitglieder, wobei das Vorhandensein von 10 Mitgliedern im
ZNS nachgewiesen werden konnte. Die FGFs haben ein Molekulargewicht von 17-34 kDa und
sind sowohl bei Vertebraten als auch Invertebraten zu finden. Die meisten Mitglieder der FGFs
teilen sich eine ähnliche Kernregion mit 28 hoch konservierten und 6 identischen Aminosäureres-
ten (166).
Verschiedene Studien zeigen, dass die FGFs in verschiedenste Entwicklungsprozesse des ZNS
involviert sind. Diese umfassen neben der Bestimmung des Zelltypes die Migration, die Differen-
zierung, das Überleben von Zellen sowie Reparaturmechanismen.
So konnte gezeigt werden, dass FGF-2 in einem frühen Entwicklungsstadium Auswirkungen auf
die Länge des Zellzyklus dopaminerger Vorläuferzellen hat. Diese Verlängerung wurde durch die
Verzögerung der Zelldifferenzierung kompensiert (19).
Bei der Festlegung des Zelltypes, wobei aus einer multipotenten Zelle eine postmitotische ent-
steht, spielen intrinsische und extrinsische Signale eine Rolle. In diesem Zusammenhang konnte
der mitogene Effekt von FGF-2 auf embryonale Rückenmarksstammzellen, welche schon in Rich-
tung Neuron differenzierten, gezeigt werden (185). Neben den zwei Hauptregionen im Gehirn in
denen hauptsächlich die adulte Neurogenese statt findet, existieren noch weitere Hirnregionen,
in welchen Neurogenese nachgewiesen werde konnte. So ist eine beträchtliche Anzahl neuronaler
Vorläuferzellen im Striatum zu finden (188) (219). Werden aus dem Striatum adulter Mäuse
multipotente Vorläuferzellen isoliert, differenzieren diese zu Astrozyten, Oligodendrozyten und
neuron-ähnlichen Zellen. Diese neuron-ähnlichen Zellen weisen neuronale elektrophysiologische
Eigenschaften auf und sind immunoraktive für GABA und Glutamat (86).
In der hippokampalen Formation unterstützt FGF-2 neben der Differenzierung (220) und dem
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Überleben (225) hippokampaler Neurone auch die Neurogenese (159) (169) (231). Werden hip-
pokampale Zellen aus dem Hippokampus adulter Ratten isoliert und unter Zugabe von FGF-2
kultiviert, differenzieren diese zu Neuronen und exprimieren spezifische Maker. Wenn diese Zel-
len nach der Kultur markiert und in den Hippokampus adulter Ratten transplantiert werden,
können diese 2 Monate später im Hippokampus nachgewiesen werden (61). Hinsichtlich elektro-
physiologischer Eigenschaften hippokampaler Vorläuferzellen scheint es Unterschiede zwischen
Zellen, die mit oder ohne FGF-2 kultiviert wurden, zu geben. FGF-2 führt zur Verringerung von
Natrium, Calcium, NMDA und Kainat Strömen (194).
Auch das Cerebellum ist lang schon als Ort der Neurogenese bekannt. Wird FGF-2 in das Cerebel-
lum neonataler Tiere injiziert, wird die Proliferation neuronaler Vorläuferzellen in der äußeren
granulären Schicht stimuliert. Dies hat einen Anstieg der Neurone in der inneren granulären
Schicht zur Folge (33).
Im peripheren Nervensystem konnte nachgewiesen werden, dass DRG (dorsal root ganglion)-
Neurone zu bestimmten Zeitpunkten in ihrer Entwicklung FGF-2 benötigen. Eine Subpopulati-
on der Neurone des peripheren Nervensystems benötigt für ihre Entwicklung zuerst NGF und
anschließend FGF-2 (1).
Neben den vielen Experimenten am Tiermodell konnte auch beim Menschen die Neurogenese im
Kortex, Hippokampus sowie in der Amygdala nachgewiesen werden (6).
3.6.2 FGF-Rezeptoren
Die FGFR Gene bestehen aus bis zu drei extrazellulären Ig-ähnlichen Domänen. Werden in
der Schleife der Ig-Domäne Introns herausgeschnitten und/oder Exons eingefügt, können ver-
schiedene Rezeptorvarianten entstehen, wie z. B. bei FGFR 1 und 3 (168) (18). Die erste und die
zweite Schleife der Ig-Domäne sind getrennt durch eine Region bestehend aus Aminosäure-Resten
(siehe Abb. 4). Diese AS-Region ist ein besonderes Merkmal der FGFR, zumal sie wichtig zu
sein scheint für deren Funktion (30). Auch die Ligandenbindungsdomäne der FGFR besteht aus
einzelnen Domänen (I, II und III) (siehe Abb. 4). Es wird davon ausgegangen, dass die Domäne
I in der Lage ist, die Affinität der Ligandenbindung zu beeinflussen (203). Die Rezeptorregion,
welche für die Spezifität der Ligandenbindung verantwortlich ist, befindet sich in der carboxyl-
terminalen Hälfte der Ig-Domäne III. Diese 3. Domäne der FGFR1-3 kann entweder aus den
Exons 7 und 8 (Isoform IIIb) oder aus den Exons 7 und 9 (Isoform IIIc) bestehen (97) (228) (8)
(31) (siehe Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der FGFR-Domänen. Die FGFR 1-3 bestehen aus drei immunglobulin-
ähnlichen Domänen (Ig I-III). Ig I und II sind getrennt durch eine Region aus Aminosäureresten. Die
Rezeptoren besitzen eine Transmembranregion sowie intrazelluläre Tyrosinkinase-Subdomänen. Abbildung
verändert nach (16).
Diese zwei Isoformen weisen verschiedene Bindungscharakteristika auf. Dies ist zum Beispiel
bei der Entwicklung von Vorteil. Die Expression der beiden Isoformen verhindert dort die In-
teraktion zwischen den endodermalen und mesodermalen Zellschichten bezüglicher der Bindung
verschiedener FGFs (53). Da die FGFR nicht nur Homodimere, sondern auch Heterodimere bil-
den können, wird die Komplexität für die Modulation der FGF-Antworten erhöht (203) (11).
Die FGF-Signalkaskade wird entweder direkt, indem das Protein an die tyrosin-
autophosphorylierte Seite des aktiven Rezeptors bindet, oder indirekt, indem Proteine durch
FGFs tyrosinphosphoryliert werden, initiiert (53) (165). Wie bei anderen Rezeptortyrosinkina-
sen führt der Weg der Signaltransduktion über die Aktivierung verschiedener intrazellulärer
Singnalwege. Diese umfassen die direkte Aktivierung des MAPK- und phosphatidylinositol 3-
Kinase-Signalwegs sowie die indirekte Aktivierung der Proteinkinase C, via Phospholipase C-γ
(53) (193) (91) (120) (149).
3.7 Neurogenese und Stress
3.7.1 Präklinische Studien
Dass Stress die Proliferation der Vorläuferzellen im DG des Hippokampus reduziert, ist in ver-
schiedenen Studien gezeigt worden. Stresshormone scheinen hierbei eine wichtige Rolle zu spie-
len da Manipulationen der Glukokortikoide strukturelle und funktionelle Effekte auf die hippo-
kampale Formation haben (144). Glukokortikoide scheinen ihre Effekte via NMDA Glutamat-
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Rezeptoren zu vermitteln, wobei der zelluläre Mechanismus noch weitgehend unbekannt ist (148).
Die Basis der Untersuchungen zur Wirkung der Glukokortikoide bildeten Studien, welche einen
Anstieg der Neurogenese nach einer Adrenalektomie (Entfernung der Nebennierenrinde) bei Rat-
ten zeigen konnten (81) (204). Andererseits wurde der neuronale Zellverlust im Gyrus Denta-
tus von Ratten vollkommen durch die Applikation von adrenalen Hormonen inhibiert (230). So
scheint es, dass unter normalen Umständen die Neurogenese durch die Glukokortikoide inhibiert
wird. Diese wird bestätig, indem die systemische Applikation von Glukokortikoiden in intakte
Tiere ebenfalls zur Unterdrückung der Neurogenese führt (23).
Die erste direkte Untersuchung zur Rolle von Stress in der Neurogenese fand statt, indem Tiere
dem Geruch ihres natürlichen Feindes ausgesetzt wurden. In diesen Versuchen wurde eine vermin-
derte Zellproliferation im DG der Tiere beobachtet. Diesem Experiment folgten Untersuchungen,
welche zeigten, dass akuter und chronischer Stress die hippokampale Neurogenese beeinflussen.
Beispielsweise wurde gezeigt, dass psychosozialer Stress bei Spitzhörnchen (77) und Krallenaffen
(48) die Neurogenese inhibiert.
Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass Stress die Neurogenese in vielen Spezies un-
terdrückt. Wahrscheinlich geschieht dies durch den Anstieg der Glukokortikoide im Gehirn und
den daraus resultierenden Anstieg der Glutamat-Level.
3.7.2 Klinische Hinweise für den Zusammenhang von Neurogenese und Depression
Der Hippokampus ist eine der Strukturen, welche bei depressiven Menschen eingehend untersucht
wurde. Durch Magnet-Resonanz-Studien und andere Methoden konnte gezeigt werden, dass das
hippokampale Volumen bei depressiven Menschen sowie bei Menschen mit wiederkehrenden De-
pressionen verringert ist (221) (27). Der Verlust des hippokampalen Volumens ist abhängig von
der Frequenz depressiver Perioden und von der Dauer, in der Patienten unbehandelt bleiben
(132). Sheline et al. spekulierten, dass der hippokampale Verlust auf die glukokortikoid-induzierte
Neurotixizität, in Zusammenhang mit wiederkehrenden depressiven Perioden, zurückzuführen sei
(202). Ebenfalls konnten Sheline et al. feststellen, dass der Verlust des hippokampalen Volumens
mit der Dauer der Depressionen während des Lebens korreliert, nicht aber mit dem Alter (201).
Cushing-Syndrom Patienten zeigen ebenfalls das Krankheitsbild der Depression und hippokam-
pale Atrophie. Die Abnahme des hippokampalen Volumens sowie die Depression werden bei die-
sen Patienten auf ihren langanhaltenden und übermäßigen Kortisolspiegel zurückgeführt (206).
In einigen Gruppen von Cushing´s Patienten lag die Depressionsrate bei über 50 Prozent (132).
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Ähnliches war bei Patienten zu beobachten, welche auf Grund nicht-psychiatrischer Störungen
mit Glukokortikoiden behandelt wurden. Diese bilden auf Grund der hohen Dosen der Gluko-
kortikoide als Nebenwirkung psychiatrische Störungen aus, hauptsächlich affektive Funktionsstö-
rungen, wie beispielsweise Depressionen (124).
Die Temporallappen Epilepsie (TLE) ist ein weiteres Beispiel, welches den Zusammenhang zwi-
schen Beschädigung des Hippokampus und Depression vermuten lässt. Patienten mit TLE bilden
häufig Depression als Form der psychiatrischen Komplikation aus. Genauer gesagt, Menschen mit
einer TLE bilden häufiger Depressionen aus als Patienten, welche andere Formen der Epilepsie
aufweisen (179). Natürlich ist bekannt, dass ein massiver Zellverlust in hippokampalen Strukturen
und den hippokampusumgebenden Gebieten die Folge der TLE ist (90). Da bei einer TLE aber
mehrere Areale des Temporallappens beschädigt werden, ist es schwierig spezifische Gehirnareale
mit der entsprechenden Pathopsychologie in Verbindung zu bringen.
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3.7.3 Serotonin und Neurogenese
Serotonin ist schon lange als mitogener Faktor verschiedener peripherer Gewebe bekannt (56).
Außerdem wurde gezeigt, dass Serotonin während der Entwicklung des ZNS neurogene Effekte
ausübt (121) (229). Im adulten ZNS spielt Serotonin eine wichtige Rolle während der neuronalen
und synaptischen Plastizität.
Systematische Applikation der Serotonin freisetzenden Substanz Fenfluramin zeigte einen wir-
kungsvollen mitogenen Effekt auf granuläre Zellen des DG. Dieser Effekt konnte durch die Zuga-
be des Serotonin-Rezeptor Antagonisten vollständig geblockt werden. Dieses Ergebnis zeigt die
Wichtigkeit des Serotonin-Rezeptors in diesem Prozess.
Die meisten Medikamente zur Behandlung der Depression wirken, indem die serotonerge Neu-
rotransmission im Gehirn erhöht wird. In Experimenten, bei welchen die mitogenen Effekte des
Fluoxetin auf die Zellen im DG untersucht wurden, haben einen Anstieg der Proliferation im DG
gezeigt (113). Weitere Studien haben untersucht, ob es möglich ist, durch chronische Applikation
von Antidepressiva die stress-induzierte, verringerte Neurogenese zu blocken oder umzukehren.
Letztendlich wurde gezeigt, dass nicht nur Fluoxentine, sondern auch Antidepressiva, welche auf
Noradrenalin wirken, und elektrokonvulsive Schocks die Zellproliferation im DG erhöhen (134).
3.7.4 Weitere Theorien
Blier und de Montigny vermuten, dass der Hippokampus eine entscheidende Rolle im Krankheits-
bild der Depressionen spielt, da der Hippokampus zum einen in die Entstehung von Angstgefühlen
(oft eine Vorstufe in Richtung Depression) und Gedächtnisprozesse involviert ist und zum ande-
ren die Hypohysen- und Nebennierenprozesse zu regulieren scheint (150). Sie gehen davon aus,
dass Antidepressiva in der Weise den Hippokampus beeinflussen, indem sie die Neurotransmissi-
on am Serotonin Rezeptor erhöhen und am β-adrenergen Rezeptor senken.
Watson et al. zeigten die Wichtigkeit der glukokortikoid-induzierten Abnahme des Serotonin-
Rezeptors, da sie im Gehirn depressiver Patienten eine Abnahme der Serotonin-Rezeptor mRNA
beobachten konnten (131).
Duman, Heninger und Nestler vermuten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Glukokortiko-
iden, Hippokampus und Depressionen (46). Sie untersuchten die therapeutische Rolle von Sero-
tonin und Noradrenalin auf zellulärer-molekularer Ebene. Durch das Zusammenfassen mehrerer
Studien kann vermutet werden, dass Antidepressiva den cAMP-Signalweg aktivieren. Durch die
Aktivierung dieses Signalweges werden verschiedene Zielgene, wie zum Beispiel BDNF reguliert.
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Die stressbedingte Abnahme von BDNF führt zu Veränderungen der neuronalen Morphologie
oder sogar zum Zelltod. Folglich gehen sie davon aus, dass die Depression von der Variation neu-
rotropher Faktoren bestimmt wird, welche entweder das Überleben und die Funktion bestimmter
Neurone im Hippokampus fördern oder inhibieren (46).
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4 Fragestellung
Da FGF-2 in die Regulation der adulten Neurogenese involviert zu sein scheint und die Neuro-
genese auch im Zusammenhang mit Depression steht, habe wir versucht, den folgenden Frage-
stellungen nachzugehen.
1. Welchen Einfluss hat endogenes FGF-2 auf die adulte Neurogenese?
2. Unterstützt endogenes FGF-2 das Überleben hippokampaler Zellen?
3. Beeinflusst endogenes FGF-2 die FGFR Expression im DG adulter Mäuse?
4. Kann exogenes FGF-2 in FGF-2−/− Mäusen die Neurogenese steigern?
5. Hat exogenes FGF-2 einen Effekt auf den Zelltod im Hippokampus von FGF-2−/− Mäusen?
6. Welchen Effekt hat das akute Blocken des endogenen FGF-2 auf die Neurogenese?
7. Inwieweit beeinflusst der Alterungsprozess die Bildung neuer Neurone und ist die Neuro-
genese im Alter noch FGF-2 abhängig?
8. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Depressionen mit der Reduk-
tion des hippokampalen Volumens sowie mit der Verringerung der hippokampalen Pro-
liferation einhergehen. Verringert die Depression auch die Anzahl differenzierender und
migrierender Zellen im DG?
9. Sind Antidepressiva und FGF-2 Injektion in der Lage, eventuell gesehene Effekte der De-
pression auf die adulte Neurogense zu blocken oder umzukehren?
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5 Materialien
5.1 Geräte und Zubehör
Tabelle 1: In der Tabelle 1 sind die in der Arbeit verwendeten Geräte sowie deren
Typbezeichnungen und Hersteller dargestellt.
Gerät Typbezeichnung Hersteller
15ml-Gefäß PP-Test tubes Greinerbio-one
50ml-Gefäß PP-Test tubes Greinerbio-one
Bench Lamin Air HB 2472 Heraeus Instruments
Brutschrank BNA 310 Uni Equip Laborgerätebau
Bunsenbrenner Touch-o-matic Hanau Egineering co. inc.
Deckgläschen 24x60mm microscope cover
glasses
R. Langenbrinck Labor-
und medizintechnik
Elektrophorese-Kammer Horizon 11-14 Life Technologies
Gel Printer P91D Mitsubisji
Gel-Kamm 1.0mm, 1.5mm Gibco
Gelkammer Horizon Gibco
Heizplatte OTS40 BB medite Medizintechnik
Heizrührer IKA RCT basic IKA Werke
Konfokales Mikroskop C1Si Nikon
Lichtmikroskop Axiovert 135 Tv Zeiss
Membranen 0.4µl culture plate insert Millipore
Objektträger Super Frost Plus Objekt-
träger
R. Langenbrinck Labor-
und medizintechnik
Petrischalen Cellstar 94/16mm BB Greiner Labortechnik
Photometer RS232C Eppendorf
QT-PCR-Computer Dell PP01X Applied-Biosystem
QT-PCR-Cycler 7000 sequence detection
system
Applied-Biosystem
Schüttler 3005 GFL
Thermocycler Mastercycler Eppendorf
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Tischzentrifuge 5415c Eppendorf
Tissue chopper McIlwain Bachhofer GmbH
UV-Tisch Intas
Vibratom Leica VT1000E Leica
Zellkulturplatten 6-, 12- und 24-Well Falcon
5.2 Chemikalien, Kits und Assays
5.2.1 Chemikalien
Tabelle 2: Die Tabelle gibt eine Übersicht über in dieser Arbeit verwendeten Chemi-
kalien und deren Bezugsquelle.
Name Bezugsquelle
Ammoniumperoxodisulfat (APS, 10%) Fluka
β Mercaptoethanol Sigma
10× PCR Puffer Promega
Agarose Invitrogen
Basal Medium Eagle (BME) Gibco
Bromphenolblau-Granulat Sigma
Bromphenolblau-Lösung Promega
CaCl2 J. T. Baker
Citronensäure AppliChem
Dieethylether Zentrallager Im Neuenheimer Feld
Fetales Kälberserum (FCS) Gibco
dNTPs Promega
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)
Gibco
EDTA Merck
Erststrang-Puffer Promega
Ethidiumbromid Sigma
Glukose Sigma
Glycerin AppliChem
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Glycerol Riedel-de Haën
Glycin Serva
KCl J. T. Baker
KH2PO4 J. T. Baker
L-Glutamin Invitrogen
Loading Dye Promega
MgCl2 Promega
Minimum Essential Medium (MEM) Gibco
Mowiol Calbiochem
Na2HPO4 Merck
NaCl J. T. Baker
NaOH-Plätzchen J. T. Baker
Natriumdodecylsulfat (SDS, 10%) Serva
Oligonukleotide Metabion
Orange G-Lösung Promega
Paraformaldehyd Riedel-de Haën
PCR Mastermix Invitrogen
Pferdeserum Invitrogen
PSN Invitrogen
Random Hexamer Primer Promega
RNAse Inhibitor Promega
TRIS Roth
Triton-x Merck
Tween 20 Sigma
Xylen-Cyanol-Lösung Promega
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5.2.2 Kits
Tabelle 3: Dargestellt sind die in der Arbeit verwendeten Kits und deren Hersteller.
BuccalAmp TM DNA Extraction Kit Epicentre
Go-Taq-Kit Promega
RNeasy Mini Kit Qiagen
5.2.3 Assays
Tabelle 4: Dargestellt sind die in der Arbeit verwendeten Assays und deren Hersteller.
CytoTox 96 Non Radioactive Cytotoxicity Assay Promega
5.3 Lösungen
5.3.1 Immunhistochemie
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS):
137 mM NaCl
3 mM KCl
1,5 mM KH2PO4
6,5 mM Na2HPO4
Phosphatpuffer (PB) 0,1M pH 7,4:
19 mM NaH2PO4
81 mM Na2HPO4
Fixierlösung:
4% Paraformaldehyd in PB-Puffer
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Floureszenz-Eindeckmedium:
2,4 g Mowiol
6 g Glycerol
12 ml Tris (0,2 M, pH 8,5)
5.3.2 Westernblot
Trisoxymethylaminometha (TRIS, 1.5M):
181,71 g TRIS in 1L Aqua dest.
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung Tween 20 (PBST):
0,2% Tween in PBS
2x Lämmli-Puffer:
10 ml Glycerin (87%)
3,3 ml β Mercaptoethanol
20 ml Sodium dodecylsulfat (SDS, 10%)
6,25 ml TRIS (1.25 mM)
1 ml Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, 10 mM)
9,45 ml Aqua dest.
10x Lämmli-Laufpuffer:
30,3 g TRIS
144 g Gycin
10 g SDS
1 L Aqua dest.
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10x Westernblot-Transferpuffer (WTB):
58,15 g TRIS
29,28 g Glycin
1 L Aqua dest.
5.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
50x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer, pH 8,5:
242 g TRIS
57,1 ml Essigsäure
100 ml EDTA (0,5 M)
auf 1 L mit Aqua dest. auffüllen
DNA-Ladepuffer (6x):
1 ml Bromphenolblau-Lösung
1 ml Xylen-Cyanol-Lösung
2 ml Orange G-Lösung
4 ml EDTA (50 mM, 30%)
12ml Glycerin
Ethidiumbromidlösung:
0,5 µg/ml Ethidiumbromid
1x TAE-Puffer
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5.3.4 Kultur- und Präparationsmedien
Präparations-Medium (100 ml)
99 ml Minimum Essential Medium (MEM)
1 ml L-Gluthamine (200mM)
pH 7,35
Slice Kultur-Medium (100 ml)
48 ml MEM (mit 25mM Hepes)
25 ml horse Serum
25 ml Basal Medium Eagle (BME)
1 ml 200mM L-Glutamine
1,45 Glucose (45%)
1 ml Penicillin, Streptomycin, Neomycin (PSN)
pH 7,2
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6 Methoden
6.1 Versuchstiere
Alle Mäuse wurden unter Standardbedingungen, d.h. 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus, Nahrung
und Wasser ad libitum, gemäß des Tierschutzgesetzes gehalten. Die Tiere wurden in der Inter-
fakultären Biomedizinischen Forschungseinrichtung der Universität Heidelberg gehalten und bei
Bedarf von dort bezogen.
6.1.1 FGF-2−/− Mäuse
Dono et. al. generierten die FGF-2−/− Mäuse durch homologe Rekombination (43). Das erste
Exon von FGF-2 sowie die flankierenden Sequenzen dieses Exons wurden durch eine Phospho-
glycerinkinase (PGK)-Neomycin (Neo)-Kassette ersetzt. Die Zucht erfolgte durch heterozygote
FGF-2−/− Mäuse. Die Identifizierung der Mäuse erfolgte durch Genotypisierung.
6.2 Das Bulbektomie-Depressionsmodell
6.2.1 Bulbektomie
Für die Durchführung der Bulbektomie wurde den Tieren zur Betäubung Ketamin (100 mg/kg)
sowie Xylazin (6 mg/kg) verabreicht. Nach der Rasur des Kopfes wurden die Versuchstiere mittels
eines stereotaxisches Apparates fixiert, das Operationsfeld mit Jod desinfiziert und der Schädel
freigelegt. In der Nähe des Bulbus Olfactorius wurden Löcher in den Schädel gebohrt. Durch
diese konnte der Bulbus Olfactorius mit einer Vakuum Pumpe abgesaugt werden. Die entstehen-
den Blutungen konnten gestoppt werden, indem Wachsstreifen in die entstandenen Hohlräume
geschoben wurden. Die Haut des Tieres wurde am Ende der Operation wieder verschlossen.
6.2.2 CVI - Cerebroventriculäre Injektion
Zu Beginn des Eingriffes wurden, wie oben beschrieben, die Tiere anästhesiert. Nach der Des-
infektion der Haut des Tieres wurde der Schädel freigelegt. In die Löcher, die in der Nähe der
Ventrikel in den Schädel gebohrt wurden, wurden Kanülen eingeführt, die in den Ventrikeln
überhalb des Corpus Callosum endeten. Die Fixierung der Kanülen erfolgte mit Zement. Mittels
den Kanülen konnte den Tieren FGF-2 (200 ng/µ) sowie die Antidepressiva Amitriptylin und
Citalopram injiziert werden.
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6.3 Histologie
6.3.1 Perfusion
Die für die folgenden Versuche verwendeten Mäuse wurden mittels Diethylether narkotisiert.
Nach der Eröffnung des Brustkorbes wurde der Kreislauf der Maus mit PBS gespühlt. Dazu
wird eine Kanüle in die linke Herzkammer des Tieres gelegt und anschließend die Vena Cava
durchtrennt (anschließende Paraformaldehyd (PFA)-Fixierung nur bei Tieren für die Depressi-
onsstudien). Nach erfolgter Perfusion wurde der Kopf des Tieres abgetrennt und das Gehirn für
weitere Versuche entnommen.
6.3.2 Immunhistochemie
Die Immunohistochemie ist eine Methode, mit der die Lokalisation von Proteinen in Zellen und
Geweben untersucht werden kann. Grundsätzlich wird zwischen der direkten Immunfluoreszenz,
bei der ein fluoreszenz-markierter Antiköper direkt an das Antigen bindet, und der indirekten
Immunfluoreszenz unterschieden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird ein unmarkierter
Antiköper zwischen Antigen und fluoreszenz-markierten Antiköper geschalten (siehe Abb. 5).
Durch diese Methode wird die Sensitivität sowie die Stärke des Signals erhöht, da der fluoreszenz-
markierte Antiköper mit verschiedenen Antigen-Bindungsstellen des unmarkierten Antiköpers
reagiert. Die nächste Abbildung zeigt schematisch den Vorgang der indirekten Immunfluoreszenz.
Abb. 5: Dargestellt ist die Methode der indirekten Immunohistochemie. A stellt das Antigen dar, wogegen
der erste Antiköper (magenta) gerichtet ist. Der zweite Antiköper (lila) ist gegen den Ersten gerichtet
und wird mittels Streptavidin CY3 markiert.
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Für die folgenden Experimente wurde die Methode der indirekten Immunfluoreszenz ange-
wandt.
• NeuroD, Doublecortin, Calretinin
Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurden die auf Objektträger aufgezogenen Schnitte
für 15 min bei Raumtemperatur (RT) mit 1% igem Triton inkubiert. Um unspezifisches
Binden der primären Antiköper zu vermeiden, wurden die Schnitte mit einem spezifischen
Blocking-Puffer für 10 min behandelt. Anschließend folgte das Waschen der Schnitte in PBS
sowie die Inkubation mit dem jeweiligen primären Antiköper (Phospho-Histon H3 1:50,
NeuroD 1:100, Doublecortin 1:200, Calretinin 1:3000) über Nacht bei 4◦C. Am nächsten
Tag wurden die Schnitte erneut gewaschen und für 1 h mit einem biotinylierten Antiköper
(1:200) der jeweiligen Spezies inkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte wurden diese
für 1 h mit Streptavidin Cy3 (1:2000) behandelt. Die Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI
(1:10000). Eingedeckt wurde mit Mowiol.
• Phosphohiston H3
Für die Färbung mit dem Antikörper gegen Phosphohiston H3 mussten die Vibratom-
schnitte vorbehandelt werden. Zur Demaskierung des Antigens wurden diese in 0.01 M
Citronensäure für 15 min bei 95◦C gekocht. Anschließend wurden unspezifische Bindungs-
stellen geblockt. Die Schnitte wurden mit dem primären Antikörper Phosphohiston H3
(1:50) über nacht bei 4◦C inkubiert und anschließend, wie oben beschrieben, weiter behan-
delt.
• BrdU
Die Schnitte (hippokampale Slice-Kulturen), behandelt mit 200 µM BrdU, wurden 3 mal
mit PBS, 5 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation der
Schnitte mit DNase (10 mM), 5 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 für 10 min bei RT. Nach drei
Waschschritten mit PBS wurden die Schnitte für 60 min mit Blocking-Puffer behandelt.
Danach erfolgte die Behandlung der Schnitte mit einem Antikörper gegen BrdU (1:60) bei
4◦C über Nacht. Am nächsten Tag konnten die Schnitte dann, wie oben beschrieben, weiter
behandelt werden.
Für die Auswertung der Vibratomschnitte wurden die Phosphohiston, NeuroD, Doublecortin
und Calretinin postiven Zellen in der SGZ (subgranulären Zone) von 6 koronalen Schnitten
ausgezählt.
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Die in dieser Arbeit verwendeten primären, biotinylierten und sekundären Antikörper sind in
den folgenden Tabellen dargestellt.
Primäre Antiköper
Tabelle 5: In dieser Tabelle sind die in der Immunohistochemie verwendeten primären
Antiköper sowie deren Bezugsquellen dargestellt.
Antikörper Bezugsquelle
Ziege anti-Doublecortin (N19) Antikörper Santa Cruz, Deutschland
Kaninchen anti Calretinin Antikörper Chemicon, Deutschland
Ziege anti-Neuro D (N19) Antikörper Santa Cruz, Deutschland
Kaninchen anti-p-Histone H3 (Ser 10)-R
Antikörper
Santa Cruz, Deutschland
Maus anti-BrdU Antikörper Roche, Deutschland
Biotinylierte Antikörper
Tabelle 6: In dieser Tabelle sind die in der Immunohistochemie verwendeten biotiny-
lierten Antikörper sowie deren Bezugsquellen dargestellt.
Antikörper Bezugsquelle
biotinylierter anti-Ziege IgG Antikörper Vector, England
biotinylierter anti-Kaninchen IgG Anti-
körper
Vector, England
biotinylierter anti-Maus IgG Antikörper Vector, England
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Sekundäre Antikörper
Tabelle 7: In dieser Tabelle sind die in der Immunohistochemie verwendeten sekun-
dären Antikörper sowie deren Bezugsquellen dargestellt.
Antikörper Bezugsquelle
biotinylierter anti-Ziege IgG Antikörper
TM
Jackson Immuno Research La-
boratories. Inc, England
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6.4 Molekularbiologische Methoden
6.4.1 Genotypisierung der FGF−/− und FGF+/+ Mäuse
Aus den Schwänzen der Mäuse wurde mit Hilfe des dem BuccalAmp TM DNA Extraction Kits
genomische DNA isoliert. Der Genotyp der Mäuse wurde mittels PCR bestimmt. Im folgenden
sind die Oligonukleotide und der Ansatz der PCR dargestellt.
Ansatz für die PCR
15,25 µl Wasser
0,5 µl dNTP (40 mM)
1 µl MgCl2
5 µl Puffer
0,5 µl 3´-5´ (WT) Primer
0,5 µl 5´-3´ (WT) Primer
0,5 µl (Neo cassette) Primer
0,25 µl Taq Polymerase
1,5 µl Probe
Tabelle 8: Die Tabelle zeigt die für die Genotypisierung der Mäuse verwendeten Pri-
mer. Dargestellt sind die Sequenzen und Produktgrößen der verwendeten Primer. Die
Reaktionsbedingungen sind ebenfalls der Tabelle zu entnehmen.
Genprodukt Forward Primer-Sequenz(5’-3’) Reverse Primer-Sequenz(5’-3’) Annealing-
Temp.
Produkt-
größe(bp)
WT
(Acc.Nr.:
NT
162143.3)
GTTTCTAACTTTCTCCGCTCCTGCC CAATCTATTGGGGTCAAGCCTATTGGG 61◦C 348
PGK-neo
cassette
GATCTGGACGAAGAGCATCAGGGG CAATCTATTGGGGTCAAGCCTATTGGG 61◦C 840
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6.4.2 Präparation des Hippokampus
Das Gehirn wurde mit der dorsalen Seite des nach oben positioniert. Anschließend wurde das Ce-
rebellum, direkt hinter den Colliculi inferiores, abgetrennt. Danach erfolgte ein sagitaler Schnitt
in der Mitte des Gehirns so, dass das Gehirn vorn noch miteinander verbunden bleibt. Die zwei
Hälften des Gehirns wurden auseinander geklappt und der Hippokampus herausgerollt und für
weitere Versuche verwendet.
Abb. 6: Dargestellt sind die Schritte zur Präparation des Hippokampus aus dem Gehirn einer Maus.
Abbildung verändert nach (235).
6.4.3 Präparation des Gyrus Dentatus
Die Präparation des Gyrus Dentatus wurde mit einem Gewebe-Schneider durchgführt. Dieser er-
möglichte 400 µm dicke Schnitte des Hippokampus. Aus diesen wurde unter dem Lichtmikroskop
der Gyrus Dentatus herauspräpariert.
6.4.4 RNA-Isolation
Das unfixierte Gewebe des Gyrus Dentatus wurde in 0,5 ml TRIzol/TriFast mechanisch zer-
kleinert. Danach wurde bis zu 1 ml Trizol aufgefüllt und für 5 min bei RT inkubiert. Pro ml
TRIzol/TriFast wurden 2 ml Chloroform zum Ansatz pipettiert, anschließend gemischt und für
10 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben bei max. Geschwindigkeit
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für 15 min bei 4◦C inkubiert. Die obere wässrige Phase, in welcher sich die RNA befindet, wurde
abgenommen und in ein neues 1,5 ml Tube überführt. Das Ausfällen der RNA erfolgte durch die
Zugabe von 0,5 ml 2-Propanol pro ml TRIzol/TriFast und anschließendes Invertieren der Tubes.
Die RNA wurde über Nacht bei -20◦C ausgefällt. Am nächsten Tag wurden die Proben für 10
min (bei maximaler Geschwindigkeit) bei 4◦C zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das
Pellet (RNA) mit 75% EtOH gewaschen. Die Proben wurden abermals bei max. Geschwindigkeit
für 5 min bei 4◦C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde getrocknet. Nach
dem Trocknen wurden zu den Pellets 40µl RNAse-freies Wasser pipettiert. Um das Pellet darin
zu lösen, wurde dieser Ansatz für 10 min bei 55-60◦C inkubiert.
6.5 cDNA-Synthese
Bei der cDNA Synthese dient die isolierte RNA als Template. Die Reverse Transkriptase ermög-
licht, zusammen mit den Random Hexamers das Umschreiben der RNA in cDNA. Im folgenden
ist der Reaktionsansatz der cDNA Synthese dargestellt.
Ansatz für die cDNA Synthese
2 µg RNA (max. 20µl)
0,5 µl RNAse Inhibitor
0,5 µl RQ1 DNAse
Dieser Ansatz wurde für 20 min bei 37◦C und anschließend für 10 min bei 70◦C inkubiert. Nach
dem Abkühlen der Proben auf RT wurden außerdem
8 µl RNA first strand Puffer (5x)
4 µl dNTP (40 mM)
2 µl random hexamer Primer (500 ng/µl)
2 µl M-MLV (Reverse Transkriptase) (200 u/µl)
3 µl Wasser
dazu pipettiert. Dieser Ansatz wurde für 2 h bei 37◦C und anschließend für 5 min bei 90◦C
inkubiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -80◦C eingefroren.
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6.6 Quantitative Real Time-PCR
Die PCR ermöglicht die Amplifikation eines bestimmten Teils des DNA-Stranges. Die quantita-
tive RT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR, mit dem Unterschied, dass in die
DNA interkalierende Farbstoffe eingelagert werden (SYBR Green), welche die Quantifizierung
der PCR-Produkte ermöglichen. Für die quantitative RT-PCR wurde folgender Ansatz herge-
stellt:
Ansatz für die PCR
15 µl PCR-Mix
1 µl fw/rev Primer
11 µl Wasser
3µl cDNA
Für die quantitative RT-PCR wurden die verwendeten Proben 1:4 verdünnt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Primerpaare sind in der folgenden Tabelle dargestellt.
Tabelle 9: Die Tabelle zeigt die für die RT-PCR verwendeten Primer. Dargestellt
sind deren Sequenzen und Produktgrößen. Die Reaktionsbedingungen sind ebenfalls
der Tabelle zu entnehmen.
Genprodukt Forward Primer-Sequenz(5’-3’) Reverse Primer-Sequenz(5’-3’) Annealing-
Temp.
Produkt-
größe(bp)
NeuroD2
(Acc.Nr.:
NM010895)
ACGCAGAAGCTGTCCAAGAT CCTGCTCCGTGAGGAAGTTA 60◦C 199
Doublecortin
(Acc.Nr.:
AY560329)
TCCCCAACACCTCAAAAGAC ATGGAATCGCCAAGTGAATC 60◦C 221
Calretinin
(Acc.Nr.:
NM0075861)
TCCCCAACACCTCAAAAGAC ATGGAATCGCCAAGTGAATC 60◦C 188
FGFR-1
(Acc.Nr.:
NM001079908.1,
010206.2,
001079909.1)
TCCCCAACACCTCAAAAGAC ATGGAATCGCCAAGTGAATC 53◦C 856
FGFR-3
(Acc.Nr.:
NM008010.3)
ACTGTACTCAAGACTGCAGG GTCCTTGTCAGTCGCATCAT 53◦C 835
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β-Aktin
(Acc.Nr.:
J00691)
GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT CTTCTGCATCCTGTCAGCAA 60◦C 168
18S (Acc.Nr.:
NR 003286)
CGCGGTTCTATTTTGTTGGT AGTCGGCATCGTTTATGGTC 60◦C 219
Das RT-PCR Programm für die Gene NeuroD, Doublecortin, Calretinin, 18S und β-Aktin
war wie folgt: initiale Denaturierung für 3 min bei 95◦C, Amplifikation der Produkte über 40-45
Zyklen durch Denaturierung bei 95◦C für 30 Sekunden, Annealing für 30 Sekunden bei 60◦C,
Elongation für 30 Sekunden bei 72◦C.
Das RT-PCR Programm für die Gene FGFR 1 und 3 beginnt mit einem Denaturierungsschritt
bei 94◦C für 45 Sekunden. Das Annealing erfolgte bei 53◦C für 45 Sekunden, die Elongation bei
72◦C für 120 Sekunden.
Die Amplifikation wurde durch die Messung der fluorometrischen Intensität des SYBR Green I
am Ende jeder Elongationsphase verfolgt. Die Expression der beiden ´housekeeping Gene´ (β-
Aktin, 18S) wurde bestimmt, um die Menge der cDNA in jeder Probe zu normalisieren. Die
Änderung der Anzahl der Zyklen (∆Ct) wurde normalisiert zu den Mittelwerten der beiden
housekeeping Gene in dem ∆CtReferenzgen vom ∆CtZielgen substrahiert wurde. Die PCR
Produkte wurden anschließend über ein 1,5%iges Agarose Gel elektrophoretisch der Größe nach
aufgetrennt.
6.7 Western blot
Der Western Blot oder auch Immuno Blot ist eine Methode bei welcher spezifische Protein aus
einem Gewebe, oder Zellen extrahiert werden. Diese werden, dann der Länge, nach elektropho-
retisch aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mittels spezifischer Antikörper detektiert.
6.7.1 Proteinisolation
Die Proteine wurden nach der DNA-Präzipitation aus der Phenol/Ethanol Phase durch die Zu-
gabe von 1 ml Isopropanol präzipitiert. Anschließend wurden die Proben für 10 min bei RT
inkubiert und danach für 10 min bei 4◦C und 12,000xg zentrifugiert. Das dabei entstehende
Proteinpellet wurde dreimal mit 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid / 95% Ethanol gewaschen
und anschließend für 5 min bei 4◦C und 7,500xg zentrifugiert. Im letzen Waschschritt wurde das
Pellet in 2 ml 100% Ethanol aufgenommen, für 20 min bei RT inkubiert und danach für 5 min
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bei 4◦C bei 7,500xg zentrifugiert. Nach dem Trocknen der Pellets wurden diese in 1% SDS durch
das Auf- und Abziehen mit der Pipette gelöst.
• Polyacrylamid (PAA)-Gele
Für die durchgeführten Versuche wurden 8% ige Gele gegossen, je nach Länge des zu
untersuchenden Proteins.
Zusammensetzung der Polyacrylamid Gele
Tabelle 10: In dieser Tabelle ist die Zusammensetzung 8%iger Gele dargestellt
8%ige PAA Gele
Trenngel
Wasser 6,6 ml
40%iges PAA 4 ml
1,5M Tris 5ml
80%iges Glycerin 4 ml
SDS 200 µl
APS 200 µl
TMED 40 µl
Sammelgel
Wasser 7,2ml
40%iges PAA 1,3ml
1M Tris 1,25ml
SDS 100 µl
APS 200 µl
TMED 20 µl
In die Taschen des Sammelgels wurden jeweils 25 µl der zu untersuchenden Proben aufge-
tragen. Die Proteine wurden bei 20 mA aufgetrennt.
• Protein-Transfer
Nach dem vollständigen Auftrennen der Proteine wurden 6 Papierstücke Whatman-Paper
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sowie eine PVDF-Membran vorbereitet. Die Membran wurde für 10 Sekunden in Methanol
aktiviert. Das PAA Gel wurde wie folgt in eine Transferkammer überführt: auf 3 Whatman-
Paper wurde die aktivierte Membran gelegt, darauf das Gel sowie nochmals drei Whatman-
Paper. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde 1,5 h bei 90 Volt und 4◦C
durchgeführt.
• Blotten
Die Membran wurde nach 1,5 h für 1 h mit 5%igen Milchpulver behandelt, um unspezi-
fische Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran
mit dem primären Antikörper (FGFR 1/3, 1:750; β-Aktin, 1:5000) über Nacht bei 4◦C.
Am nächsten Tag folgten mehrere Waschschritte der Membran mit PBST sowie die In-
kubation mit dem HRP-gekoppelten sekundären Antikörper (1: 10000) für 1 h bei RT in
5%igen Milchpulver. Für die Detektion der Proteine auf der Membran wurde eine ECL
(Enhanced Chemiluminescence) -Lösung hergestellt, mit welcher die Membran für 5 min
inkubiert wurde. Die ECL-Lösung (Luminol) ist das Substrat, welches durch das Enzym
HRP (Horseradish Peroxidase) zu Licht umgesetzt wird. Visualisiert wurden die Proteine
mittels Foto-Film Entwicklung in der Dunkelkammer. In den folgenden Tabelle sind die für
den Westernblot verwendeten primären und sekundären Antikörper aufgeführt.
Primäre Antiköper
Tabelle 11: In dieser Tabelle sind die für den Westernblot verwendeten primäre An-
tiköper sowie deren Bezugsquellen dargestellt.
Antikörper Bezugsquelle
Kaninchen anti Flg (C-15) Antikörper Santa Cruz
Kaninchen anti FGFR 3 (C-15) Santa Cruz
Maus anti β-Aktin Antikörper Sigma
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Sekundäre Antikörper
Tabelle 12: In dieser Tabelle sind die für den Westernblot verwendeten sekundären
Antikörper sowie deren Bezugsquellen dargestellt.
Antikörper Bezugsquelle
anti-Kanichen IgG, HRP gekoppelt Cell Signaling
anti-Maus IgG, HRP gekoppelt Sigma
6.8 Slice Kulturen
Für die Slice-Kultur Experimente wurden FGF+/+ und FGF−/− Mäuse, im Alter von P5-P7
verwendet. Vor den Präparationen (Gehirn, Hippokampus) mussten zuerst Präparations- und
Kultur-Medium angesetzt werden. Im Präparationsmedium wurde der Hippocampus heraus prä-
pariert. Mit dem ´Tissue chopper´ wurden 400 µm dicke Schnitte angefertigt. Schnitte, bei
denen die CA1-, CA3-Region und der Gyrus Dentatus unter dem Mikroskop gut sichtbar waren,
wurden auf eine Membran gelegt. Danach wurde je 1 ml Zellkulturmedium hinzu gegeben. Die
Schnitte, behandelt mit FGF-2 (20 ng/ml), wurden für 12 Tage kultiviert, wobei das Medium
alle drei Tage gewechselt wurde. Die Schnitte, behandelt mit dem FGF-2 neutralisierenden An-
tikörper, wurden für 4,5 Tage kultiviert. Nach 12 bzw. 4,5 Tagen wurden die Schnitte für 3 h
mit 4 %igen PFA fixiert, für 30 min mit 1 %igen Triton, für 30 min mit dem jeweils spezifischen
Blocking Puffer, und anschließend über Nacht bei 4◦C mit den primären Antikörpern (NeuroD
1:300, Calretinin 1:2000, BrdU 1:60) inkubiert. Die weiteren Schritte der immunhistochemischen
Färbungen wurden, wie zuvor schon beschrieben, durchgeführt. Die Auswertung der Schnitte
erfolgte unter dem konfokalen Mikroskop mittels der Z-Stapel Technik, wobei alle 2 µm ein Foto
des Slices aufgenommen wurde. Diese Fotos wurden im ImageJ (NIH, USA) zu einem Z-Projekt
zusammengefügt. Anschließend wurde die Anzahl der neurogenetisch positiven Zellen in 3 Zähl-
quadraten (250 µm2) bestimmt. Durch die Ermittlung der gesamten Fläche des DG pro Schnitt
(2 µm) konnten die positiven Zellen pro DG errechnet werden.
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6.8.1 Bestimmung der biologischen Aktivität des FGF-2 an murinen Fibroblasten-
kulturen
Die biologische/mitogene Aktivität von FGF-2 wurde an Maus-Fibroblasten getestet. Diese wur-
den in serumfreien Medium (30000/Well) ausplattiert. Am nächsten Tag blieben die Kontroll-
wells unbehandelt und einige Wells wurden mit FGF-2 (10 ng/ml) behandelt. Nach 48 h wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 100 µl Trypsin abgelöst. Nach dem Abstoppen der Tryp-
sinreaktion mit DME (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 10% FCS konnte die Zellzahl/Well
mittels der Neubauer-Zählkammer bestimmt werden.
6.8.2 Nachweis der Diffusion des exogenen FGF-2 in hippokampale Slice-Kulturen
Um zu untersuchen, ob exogenes FGF-2 in die hippokampalen Slices diffundiert, wurden BrdU-
Experimente durchgeführt. Dafür wurden die BrdU positiven Zellen im DG von FGF-2+/+ und
FGF-2+/+ Slices, behandelt mit FGF-2 (20 ng/ml) in Kultur bestimmt.
6.8.3 Testen der biologischen Aktivität des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers
an murinen Fibroblastenkulturen
Die Aktivität des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers wurde zunächst in Fibroblastenkulturen
der Maus getestet. Dafür wurden 20000 Zellen pro Well in 500µl DME/10 % FCS ausplattiert
und über Nacht serum-frei kultiviert. Am nächsten Tag wurden jeweils 2 ml des DME/10 %
FCS in 15 ml Röhrchen pipettiert. In das Röhrchen der Kontrollgruppe wurden 2 ml DME/10
% FCS pipettiert. Der nächste Ansatz enthielt 5 ng/ml FGF-2. Drei weitere Ansätze enthielten
ebenfalls mit 5 ng/ml FGF-2 und zusätzlich wurden verschiedene Konzentrationen des FGF-
2 neutralisierenden Antikörpers ausgetestet (1,5 µg/ml, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml). Die Röhrchen
wurden anschließend für 1 h bei 37◦C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden jeweils 500
µl des entsprechenden Ansatzes in die Wells pipettiert. Nach drei Tagen wurde das Medium
gewechselt. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mittels Trypanblau angefärbt und die Zellzahl
unter Verwendung der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dieses Experiment wurde, wie oben
beschrieben, an murinen Fibroblastenkulturen durchgeführt. Da es sich bei Slice-Kulturen um
dickere Gewebstücke handelt, musste die optimale Konzentration des FGF-2 neutralisierenden
Antikörpers in Slice-Kulturen bestimmt werden.
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6.8.4 Testen der biologischen Aktivität des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers
mittels BrdU an murinen hippokampalen Slice-Kulturen
Für die Durchführung dieses Experimentes wurden hippokampale Schnitte von 400 µm Dicke
angefertigt. Es wurde jeweils eine Kontrollgruppe und eine Gruppe mit verschiedenen Konzen-
trationen des neutralisierenden Antikörpers gebildet. Die Schnitte wurden auf Membranen über-
führt und für 4 h mit dem neutralisierenden FGF-2 Antikörper inkubiert. Diese Inkubationszeit
sollte den Schnitten auch zur Regeneration dienen. Nach der Inkubationszeit von 4 h wurden
jeweils 200 µM BrdU in die Kulturmedien der Kontroll- und der mit dem neutralisierenden An-
tikörper behandelten Gruppe pipettiert. Die gewählten Inkubationszeiten des neutralisierenden
FGF-2 Antikörpers sowie die des BrdU betrugen 12 h, 24 h, und 48 h. Anschließend wurden die
Schnitte, wie oben beschrieben, immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen BrdU gefärbt.
Die Anzahl der BrdU positiven Zellen pro DG/Schnitt wurde mittels ImageJ bestimmt. Die 2
µm Schnitte wurden in Z-Projekte umgewandelt und die BrdU positiven Zellen in 3 willkürlich
gewählten 250 µm2 Ausschnitten bestimmt. Durch die Bestimmung der Fläche des Gyrus Den-
tatus jeden Slices konnte die ungefähre Anzahl der BrdU positiven Zellen pro Slice bestimmt
werden.
6.8.5 Laktatdehydrogenase Assay (LDH-Assay)
Während des Zelltodes wird das zytosolische Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) freigesetzt.
Somit kann die LDH Aktivität zu Bestimmung der Zytotoxizität eingesetzt werden. Die folgende
Abbildung zeigt die chemischen Reaktionen während eines LDH Assays.
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Abb. 7: Dargestellt ist die Funktionsweise des LDH-Assays. LDH wird von apoptotischen/nekrotischen
Zellen in das Zellkulturmedium abgegeben. LDH katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat und
gleichzeitig die Umwandlung von NAD+ zu NADH+H+. Die neu gebildete NADH Diaphorase katalysiert
anschließend die Reduktion von Tetrazolium Salz zu roten Formazan. Abbildung verändert nach (92).
In dieser Arbeit wurde die LDH-Aktivität nach 3, 6, 9 und 12 Tagen in FGF-2+/+, FGF-
2−/− und FGF-2−/−+20ng/ml FGF-2 Mäusen sowie alle 12 h in FGF-2+/+ und FGF-2+/++2,5
µg/ml FGF-2 neutralisierender Antikörper bestimmt (Durchführung nach Herstellerangaben).
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7 Resultate
7.1 Einfluss von endogenem und exogenem FGF-2 auf die adulte hippokam-
pale Neurogenese
7.1.1 Fehlen des endogenen FGF-2 führt zur Reduktion der Neurogeneserate im
Gyrus Dentatus von adulten FGF-2−/− Mäusen
Um die verschiedenen Stadien der adulten Neurogenese im Gyrus Dentatus zu untersuchen,
wurden Marker verwendet, die für die spezifischen Stadien der Neurogenese charakteristisch
sind. Der Proliferationsmarker Phosphohiston H3, der neuronale Transkriptionsfaktor NeuroD,
das mikrotubuli-assoziierte Protein Doublecortin sowie das calcium-bindende Protein Calretinin
wurden für die immunhistochemischen Untersuchungen verwendet. Die folgende Abbildung ist
ein Beispiel für die immuhistochemischen Färbungen der oben genannten Proteine.
Abb. 8: Dargestellt sind die immunhistochemischen Färbungen verschiedener Neurogenese-
marker in Gyrus Dentatus. Die Abbildungen zeigen die immunhistochemischen Färbungen
gegen Phosphohiston H3, NeuroD, Doublecortin und Calretinin. Zur Färbung der Zellkerne
wurde Dapi verwendet.
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Die für diese Marker positiven Zellen im DG der adulten FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse
wurden anschließend ausgezählt. Die Ergebnisse sind der nachfolgenden Abbildung zu entneh-
men.
Abb. 9: Dargestellt sind die Quantifizierungen (Anzahl der Zellen pro Schnitt) der Mar-
ker Phosphohiston H3 (A), NeuroD (B), Doublecortin (C) und Calretinin (D) im Gyrus
Dentatus von FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäusen. *p  0,05, ***p  0,001.
Es konnte kein signifikanter Unterschied der proliferierenden Zellen im DG der FGF-2+/+
Mäuse im Vergleich zu den FGF-2−/− Mäusen beobachtet werden (Abb. 9A). Die quantitative
Bestimmung der NeuroD positiven Zellen im DG der FGF-2−/− Mäuse ergab eine 60%ige Ab-
nahme (Abb. 9B). Bei der Bestimmung der Doublecortin positiven Zellen wurde eine Abnahme
von circa 50% im DG der FGF-2−/− Mäuse beobachtet (Abb. 9C). Die Calretinin postiven Zel-
len nahmen im DG der FGF-2−/− Mäuse um circa 30% ab (Abb. 9D). Diese Daten zeigen keine
Veränderung der Proliferation der Zellen im DG der FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäuse,
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jedoch eine Abnahme der unreifen sowie reifen Neurone im DG der FGF-2−/− Mäuse, vergli-
chen zu den Kontrollen. Dies weist auf eine Veränderung bei der Differenzierung der neuronalen
Entwicklungslinie hin.
7.1.2 Fehlen des endogenen FGF-2 hat unterschiedliche Effekte auf die mRNA-
Expression der Neurogenese-Marker
Die aus dem Gyrus Dentatus der FGF-2+/+/ FGF-2−/− Tiere gewonnene RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und mittels quantitativer RT-PCR bezüglich der Expression neurogenetischer
Marker untersucht.
Abb. 10: Dargestellt sind die mRNA-Expressionen der Neurogenese-Marker NeuroD (A),
Doublecortin (B) sowie Calretinin (C) im Gyrus Dentatus von FGF-2+/+ und FGF-2−/−
Mäusen. Die mRNA-Expressionen sind normalisiert zu zwei Housekeeping Genen, ß-Aktin
und 18S.*p  0,05,***p  0,001.
Auf mRNA-Ebene konnte gezeigt werden, dass die Expression von NeuroD im DG adulter
FGF-2−/− Mäuse im Vergleich zu den adulten Kontroll-Tieren um circa 40% reduziert ist (Abb.
10A). Die Expression von Doublecortin hingegen ist im DG adulter FGF-2−/− Mäuse um 60%
erhöht (Abb. 10B). Die Expression des Markers Calretinin ist auf mRNA-Ebene unverändert
(Abb. 10C).
7.1.3 Fehlen des endogenen FGF-2 hat ansteigenden Zelltod zur Folge
Für die Untersuchungen des Zelltodes wurden die LDH-Aktivitäten im Zellkulturmedium der
FGF-2+/+ und FGF-2−/− Slice-Kulturen bestimmt.
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Abb. 11: Dargestellt sind die Messungen der optischen Dichte des Formazans bei 490nm,
welches entsteht, wenn die Laktatdehydrogenase Laktat in Pyruvat umwandelt. Die Abbil-
dungen A, B, C und D zeigen die LDH-Aktivität der FGF+/+ und der FGF−/− Tiere nach
3, 6, 9 und 12 Tage in Kultur.*p  0,05,***p  0,001.
Generell ist zu beobachten, dass der Zelltod in den FGF-2−/− Mäusen zunimmt. Nach 3
Tagen sowie nach 6 Tagen in Kultur konnten im Medium der FGF2−/− Slices dreifach höhere
LDH-Aktivitäten gemessen werden als im Medium der FGF2+/+ Slices (Abb. 11A, 11B). Nach
9 Tagen in Kultur konnte in den beiden zu vergleichenden Gruppen kein Unterschied in der LDH-
Aktivität nachgewiesen werden (Abb. 11C). Nach 12 Tagen in Kultur war die LDH-Aktivität
im Medium der FGF2−/− Slices doppelt so hoch, wie die im Medium der FGF2+/+ Slices (Abb.
11D).
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7.1.4 Fehlen des endogenen FGF-2 führt auf mRNA-Ebene zu einem signifikanten
Anstieg der FGFR 1 Expression im DG adulter Mäuse
Da insbesondere die FGFR 1 und 3 im adulten Gehirn exprimiert werden, wurden quantitative
RT-PCR Analysen für den FGFR 1 (Variante 1 und 2) sowie für den FGFR 3 (Variante 1, 2 und
3) durchgeführt.
Abb. 12: Dargestellt sind die mRNA-Expressionen der FGFR 1 (A) sowie der FGFR 3 (B) in
DG adulter FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse. Die mRNA-Expressionen sind normalisiert
zu den zwei Housekeeping Genen ß-Aktin und 18S.*p 0.05.
Durch das Fehlen von endogenen FGF-2 wird die FGFR 1 mRNA-Expression im DG von
FGF-2−/− Mäusen, verglichen zu den Kontrolltieren, fast um das Dreifache hochreguliert (Abb.
12A). Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression des FGFR 3
beobachtet werden (Abb. 12B).
7.1.5 Fehlen des endogenen FGF-2 führt zu einem signifikanten Anstieg der FGFR
1 Protein-Expression im DG adulter Mäuse
Durch das alternative Schneiden des FGFR Transkripts entstehen verschiedene Isoformen des
FGFR 1 und 3. Durch die Wahl der Primer in der RT-PCR konnte lediglich eine Aussage über
die Gesamtheit des FGFR 1 und 3 getroffen werden. Im Westernblot war es möglich, zwischen
verschiedenen Splice-Varianten der beiden Rezeptoren zu unterscheiden.
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Abb. 13: Dargestellt sind die Protein-Expressionen der FGFR 1-Isoform IIIc (A) und IIIb
(B) sowie der FGFR 3-Isoform IIIc im DG adulter FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse. Die
Protein-Expressionen sind normalisiert zu ß-Aktin.*p  0,05.
ImWesternblot für den FGFR 1 wurde eine 90 kDa sowie ein 110 kDa große Bande beobachtet
(Abb. 13A, 13B). Die zwei Banden entsprechen den Isofomen IIIc und b. Der Blot für den
FGFR 3 zeigte eine 135 kDa große Bande, welche der FGFR 3 Isoform IIIc entspricht (Abb.
13C). Die quantitative Analyse der Banden hat ergeben, dass der FGFR 1-Isoform IIIc im DG
der FGF-2−/− Mäuse im Vergleich zu den FGF-2+/+ Mäusen um das Dreifache hochreguliert
ist (Abb. 13A). Die Analyse der Expression der FGFR 1-Isoform IIIb im DG von FGF-2−/−
Mäuse im Vergleich zu den FGF-2+/+ Mäusen ergab keinen signifikanten Unterschied (Abb.
13B).
Ebenfalls keinen signifikanten Unterschied ergab die quantitative Auswertung der Isoform IIIc
des FGFR 3 im DG der FGF-2−/− Mäuse im Vergleich zu den FGF-2+/+ Mäusen (Abb. 13C).
7.1.6 Testen des in dieser Arbeit verwendeten FGF-2: Exogenes FGF-2 erhöht die
Proliferation muriner Fibroblasten in Kultur
Durch die Zugabe von FGF-2 (10 ng/ml) zu den murinen Fibroblasten und die darauf folgende
Kontrolle unter dem Lichtmikroskop sowie der Bestimmung der Zellzahlen konnte die biologi-
sche/mitogene Aktivität des verwendeten FGF-2 sicher gestellt werden. Die folgende Abbildung
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zeigt die Fibroblastenkultur der Kontrolle sowie die mit FGF-2 (10 ng/ml) behandelte Kultur.
Abb. 14: Dargestellt sind murine Fibroblasten unbehandelt (Abb. A, Kontrolle) sowie behan-
delt mit 10 ng/ml FGF-2 (Abb. B), nach 48 h in Kultur.
Die Abbildung (Abb. 14B) zeigt nach 48 h in Kultur unter der Zugabe von 10 ng/ml FGF-2
eine erhöhte Proliferation/Differenzierung verglichen zur Kontrolle (Abb. 14A).
Für die quantitative Auswertung wurden die Zellen nach 48 h vom Untergrund abgelöst und die
Zellzahl mittels der Neubauer-Zählkammer bestimmt.
Abb. 15: Dargestellt sind die Zellzahlen pro Well zu Beginn der Kultur, die unbehandelte
Kontrolle nach sowie die Zellen, behandelt mit FGF-2 (10 ng/ml) nach 48 h.**p  0,01.
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Die Zellzählungen konnten zeigen, dass FGF-2 eine signifikante mitogene Aktivität besitzt.
Die Zellzahl erhöhte sich durch 10ng/ml FGF-2, verglichen zur Kontrolle, um circa 60% (Abb.
15).
7.1.7 Testen des verwendeten FGF-2 an Slice-Kulturen: Behandlung hippokampa-
ler Slices mit exogenem FGF-2 führt zum Anstieg der BrdU positiven Zellen
im DG
Im nächsten Schritt wurden Experimente durchgeführt, um zu zeigen, dass exogenes FGF-2 in die
Schnitte eindringen kann. Um dies zu untersuchen, wurden FGF-2+/+ Slices, entweder behandelt
mit oder ohne 20ng/ml FGF-2, nach 48 h in Kultur gegen BrdU gefärbt.
Abb. 16: Die Abbildung A zeigt die immunhistochemischen Färbungen gegen BrdU der FGF-
2+/+ und FGF-2+/++20ng/ml FGF-2 Slices nach in Kultur. Dargestellt ist die Färbung
gegen BrdU, Dapi sowie BrdU/Dapi. Die Abbildung B zeigt die Zellzahlen der BrdU po-
sitiven Zellen im DG pro Slice der FGF-2+/+ Slices, ohne oder mit Zugabe von 20ng/ml
FGF-2. *p  0,05.
Im DG der FGF-2+/+ Slices, behandelt mit 20ng/ml exogenem FGF-2, wurden 30% mehr
BrdU positive Zellen gezählt als in den unbehandelten FGF-2+/+ Slices. Die Ergebnisse zeigen,
das exogenes FGF-2 in die Slices eindringen kann und dort die Proliferation der Zellen im DG
signifikant steigert (Abb. 16A, 16B).
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7.1.8 Durch die Zugabe von exogenem FGF-2 zu hippokampalen FGF-2−/− Slice
Kulturen kann die Zahl neuronaler Progenitorzellen nicht gesteigert werden
In diesem Experiment sollte untersucht werden, welchen Einfluss exogenes FGF-2 auf hippokam-
pale Slice Kulturen von FGF-2−/− Mäusen hat. In der folgenden Abbildung sind die immunhi-
stochemischen Färbung gegen NeuroD im DG der FGF-2+/+, FGF-2−/− und FGF-2−/− Slices,
behandelt mit 20ng/ml exogenem FGF-2 dargestellt (Abb. 17A).
Abb. 17: Die Abbildung A zeigt die immunhistochemischen Färbungen NeuroD positiver Zel-
len in FGF-2+/+ Slices, FGF-2−/− Slices sowie FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml
FGF-2 nach 12 Tagen in Kultur. Für die Zellkernfärbung wurde Dapi verwendet. Die Ab-
bildung B zeigt die Anzahl der NeuroD positiven Zellen im DG der FGF-2+/+, FGF-2−/−
sowie FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml FGF-2. **p  0,01, ***p  0,001.
Die Abbildung (Abb. 17B) zeigt, dass die Anzahl der NeuroD positiven Zellen im gesamten
DG der FGF-2−/− Slices, im Vergleich zu den FGF-2+/+ Slices um circa 40% abnimmt. Werden
die FGF-2−/− Slices über 12 Tage mit 20ng/ml FGF-2 behandelt, führt dies nicht zu einem
Anstieg der NeuroD positiven Zellen (Abb. 17B).
Neben der Anzahl der NeuroD positiven Zellen wurde auch die Anzahl reifer Neurone in den
FGF-2+/+ Slices, FGF-2−/− Slices sowie den FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml FGF-2,
bestimmt. Dafür wurde der Marker Calretinin verwendet (Abb. 18A).
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Abb. 18: Die Abbildung A zeigt die immunhistochemischen Färbungen Calretinin positiver
Zellen in FGF-2+/+ Slices, FGF-2−/− Slices sowie FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml
FGF-2, nach 12 Tagen in Kultur. Für die Färbung der Zellkerne wurde Dapi verwendet.
Die Abbildung B zeigt die Anzahl der Calretinin positiven Zellen im DG der FGF-2+/+
Slices, FGF-2−/− Slices sowie FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml FGF-2.
Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Anzahl Calretinin positiver Zellen im DG der FGF-
2+/+ Slices, FGF-2−/− Slices und der FGF-2−/− Slices, behandelt mit 20ng/ml FGF-2, nicht
signifikant ändert. Auch die Zugabe von 20ng/ml FGF-2 führt zu keiner Veränderung der Zellzahl
Calretinin positiver Zellen im DG von FGF-2−/− Slices (Abb. 18B).
7.1.9 LDH-Assay - Exogenes FGF-2 hat keinen signifikanten Effekt auf den Zelltod
in hippokampalen Slice-Kulturen
Um zu untersuchen, ob exogenes FGF-2 im Slice-Kultur-System in der Lage ist, den Zelltod zu
beeinflussen, wurde die LDH-Aktivität im Zellkulturmedium nach 3, 6, 9 und 12 Tagen in Kultur
bestimmt.
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Abb. 19: Dargestellt sind die Messungen der optischen Dichte des Formazans bei 490nm,
welches entsteht, wenn die Laktatdehydrogenase Laktat in Pyruvat umwandelt. Die Abbil-
dungen A, B, C und D zeigen die LDH-Aktivität der FGF+/+ Slices, FGF−/− Slices und
der FGF−/−+20ng/ml FGF-2 Slices nach 3, 6, 9 und 12 Tage in Kultur.
Weder nach 3 (Abb. 19A) Tagen, noch nach 6 Tagen (Abb. 19B), 9 Tagen (Abb. 19C),
oder 12 Tagen (Abb. 19D) war eine signifikante Abnahme des Zelltodes in den FGF−/− Slices
durch die Zugabe von 20 ng/ml FGF-2 zu beobachten. Exogenes FGF-2 scheint keinen Einfluss
auf den Zelltod zu haben.
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7.1.10 Testen des verwendeten neutralisierenden Antikörpers - Der neutralisieren-
de FGF-2 Antikörper reduziert die Proliferation muriner Fibroblasten
Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass sich die Proliferation der murinen Fibroblasten durch
die Zugabe von exogenem FGF-2 signifikant steigern lässt, sollte im nächsten Schritt untersucht
werden, wie sich die akute Blockade des endogenen FGF-2 mittels eines FGF-2 neutralisierenden
Antikörpers auf die Proliferation muriner Fibroblasten auswirkt.
Abb. 20: Dargestellt ist die Kontrolle (unbehandelt), die Kultur behandelt mit 5 ng/ml FGF-2
(nach 48 h) und die jeweiligen unterschiedlichen Bedingungen zur Bestimmung der opti-
malen Konzentration des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers.*p  0.05.
Die Zellzählungen ergaben, dass die Proliferation muriner Fibroblasten, bei einer Konzentra-
tion von 2,5 µg/ml des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers, um circa 30% abnimmt, verglichen
zu murinen Fibroblasten die mit 5ng/ml FGF-2 behandelt wurden (Abb. 20). Anhand dieser
Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass sich die Proliferation der murinen Fibroblasten si-
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gnifikant blocken lässt, wenn der FGF-2 neutralisierende Antikörper eine Konzentration von 2,5
µg/ml hat.
7.1.11 Vorversuche zur Bestimmung der optimalen Konzentration und Dauer
des neutralisierenden FGF-2 Antikörpers in murinen hippokampalen Slice-
Kulturen
Da die Aktivität des neutralisierenden Antikörpers gegen FGF-2 in Slice Kulturen nicht, wie
in Kultur, durch die Bestimmung der Zellzahl ermittelt werden kann, wurden die sich teilen-
den Zellen BrdU markiert. Mittels des Konfokalen Mikroskopes wurden in Abständen von 2 µm
Fotos der Slice Kulturen anfgenommen. Mittels der Z-Stapel Technik konnte die Zellzahl be-
stimmt werden. Nach 12, 24 und 48-stündiger Inkubation der Slice-Kulturen mit BrdU (200 µM)
sowie dem neutralisierenden Antikörper (2,5 µg/ml), wurden die Schnitte immunhistochemisch
gegen BrdU gefärbt. Die nachfolgende Abbildung zeigt eine immunohistochemische Färbung der
Kontroll-Slice-Kulturen sowie der mit 2,5 µg/ml FGF-2 neutralisierenden Antikörper behandel-
ten Slices.
Abb. 21: Die Abbildung zeigt die Färbung der BrdU positiven Zellen im DG der FGF-2+/+
Slices sowie im DG der Slices behandelt mit 2,5 µg/ml FGF-2 neutralisierenden Antikörper.
Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit Dapi.
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Zu beobachten war, dass der FGF-2 neutralisierende Antikörper die Anzahl der BrdU positi-
ven Zellen nur nach 12-stündiger Inkubation, verglichen zur Kontrolle, signifikant um circa 41%
reduziert (Abb. 21). Die nachfolgende Abbildung zeigt die Anzahl der BrdU positiven Zellen im
DG der WT-Slices und der Slices behandelt mit dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper nach
12- (Abb. 22A), 24- (Abb. 22B) und 48- (Abb. 22C) Stunden.
Abb. 22: Die Abbildung A zeigt die Anzahl der BrdU positiven Zellen im gesamten DG pro
Slice nach 12 h, die Abbildung B nach 24 h und die Abbildung C nach 48 h Inkubation mit
dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper.***p  0,001.
Anhand dieser Daten konnte festgestellt werden, dass der FGF-2 neutralisierende Antikörper
nur für circa 12 h in der Lage ist, das endogene FGF-2 zu neutralisieren und somit die Proliferation
der Zellen signifikant zu verringern.
7.1.12 Keine Verringerung der Neurogenese in hippocampalen FGF-2+/+ Slices
nach der Behandlung mit dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper
In murinen Fibroblasten sowie in hippokampalen Slices konnte gezeigt werden, dass die Behand-
lung der Zellen mit einem FGF-2 neutralisierenden Antikörper die Zellproliferation signifikant
verringert.
Das folgende Experiment sollte zeigen, ob durch die Zugabe des FGF-2 neutralisierenden Anti-
körpers die Anzahl neurogenetischer Zellen im DG verringert werden kann. Für diese Untersu-
chung wurde der Marker für junge Neurone, NeuroD, gewählt. In der folgenden Abbildung ist
die immunhistochemische Färbung gegen NeuroD dargestellt (Abb. 23A) sowie die quantitati-
ve Auswertung der NeuroD positiven Zellen im DG von FGF-2+/+ Slices und FGF-2+/+ Slices,
behandelt mit dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper (Abb. 23B).
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Abb. 23: Die Abbildung A zeigt die immunhistochemische Färbung der FGF-2+/+ und FGF-
2+/+ Slices behandelt mit 2,5 µg/ml neutralisierendem FGF-2 Antikörper gegen NeuroD.
Die Zellkernfärbung erfolgte mit Dapi. Die Abbildung B zeigt die quantitative Auswertung
der NeuroD positiven Zellen im DG der FGF-2+/+ und FGF-2+/+ Slices behandelt mit 2,5
µg/ml neutralisierenden FGF-2 Antikörper nach 4,5 Tagen.
Die quantitative Bestimmung der NeuroD positiven Zellen im DG der FGF-2+/+ und FGF-
2+/+ Slices behandelt mit 2,5 µg/ml neutralisierenden FGF-2 Antikörper ergab keinen signifi-
kanten Unterschied in den beiden untersuchten Gruppen (Abb. 23B).
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7.1.13 Keine Erhöhung des Zelltodes in hippokampalen FGF-2+/+ Slices nach der
Behandlung mit dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper
Um zu untersuchen, ob die Neutralisierung des endogenes FGF-2 einen Effekt auf den Tod der
Zellen im Hippokampus hat, wurde die LDH-Aktivität im Medium der FGF-2+/+ und FGF-2+/+
Slices, behandelt mit 2,5 µg/ml neutralisierenden FGF-2 Antikörper, bestimmt.
Abb. 24: Die Abbildung zeigt die gemessenen LDH- Konzentrationen im Medium von hippo-
kampalen FGF-2+/+ und FGF-2+/+ Slices behandelt mit 2,5 µg/ml neutralisierenden FGF-2
Antikörper alle 12 Stunden für 4,5 Tage.
Zu beobachten war, dass der FGF-2 neutralisierende Antikörper den Zelltod hippokampaler
Slice-Kulturen nicht erhöht (Abb. 24).
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7.2 Einfluss des Alters auf die adulte hippokampale Neurogenese
7.2.1 Neurogenese im Gyrus Dentatus nimmt im Alter dramatisch ab, ist aber
unabhängig vom endogenen FGF-2
Um zu untersuchen, ob die Neurogenese altersabhänging ist und ob endogenes FGF-2 im Alter
Effekte auf die Neurogenese hat, wurde der Gyrus Dentatus von FGF-2+/+ sowie FGF-2−/−
Mäusen hinsichtlich der Expression von Neurogenesemarkern immunhistochemisch untersucht.
Nachgewiesen wurden die Proteine Phosphohiston H3, Doublecortin und Calretinin.
Abb. 25: Dargestellt sind die immunhistochemischen Untersuchungen verschiedener Neu-
rogenesemarker in Gyrus Dentatus. Die Abbildungen zeigen die quantitative Bestimmung
(Anzahl der Zellen/Schnitt) der Phosphohiston H3 (A), Doublecortin (B) und Calretinin
(C) positiven Zellen im DG adulter/alter FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse. *p  0,05, **p
 0,01, ***p  0,001.
Die Anzahl der Phosphohiston H3 positiven Zellen im DG nimmt im Alter, sowohl in den
FGF-2+/+ (circa 30%) als auch FGF-2−/− Mäusen (circa 30%) signifikant ab (Abb. 25A). Auch
die quantitative Auswertungen des Markers Doublecortin ergab einen signifikanten Rückgang der
Doublecortin positiven Zellen sowohl im DG alter FGF-2+/+ (circa 96%) als auch im DG alter
FGF-2−/− Mäuse (circa 76%) (Abb. 25B). Die Analyse des Markers Calretinin ergab eben-
falls einen Rückgang der Calretinin positiven Zellen im DG alter FGF-2+/+ als auch FGF-2−/−
Mäusen um circa 76% (Abb. 25C).
FGF-2 scheint im Alter keinen signifikanten Einfluss auf die nur noch gering vorhandene Neuro-
genese zu haben.
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7.3 Zusammenhang zwischen Depressionen und hippokampaler Neurogenese
7.3.1 Weder die Antidepressiva Amitriptylin oder Citalopram noch die Applikation
von FGF-2 können die Neurogenese depressiver Tiere signifikant steigern
Abb. 26: Dargestellt sind die immunhistochemischen Untersuchungen verschiedener Neuro-
genesemarker in Gyrus Dentatus. Die Abbildungen zeigen die Untersuchung der Marker
Doublecortin (A) und Calretinin (B). Analysiert wurden die für diese Marker positiven
Zellen im Gyrus Dentatus pro Schnitt.
Im Depressionsmodell (bulbektomierte Tiere) konnte, verglichen zur Kontrolle, eine circa 50%ige
Abnahme der Doublecortin positiven Zellen beobachtet werden (Abb. 26A). Weiterhin konnten
die Injektionen mit Citalopram und 2xFGF-2 in die lateralen Ventrikel bulbektomierter Tieren
die Anzahl der Doublecortin positiven Zellen im Gyrus Dentatus, verglichen zur Kontrolle, nicht
steigern, oder auf ein normales Level (Kontrolltiere) anheben. Die (Abb. 26A) zeigt keinen
signifikanten Unterschied der bulbektomierten Tiere, behandelt mit Amitriptylin oder 4xFGF-2
im Vergleich zu den Kontrolltieren. Somit führt die Behandlung der bulbektomierten Tiere mit
dem Antidepressivum Amitriptylin sowie die Behandlung mit 4 FGF-2 Injektionen zu einem
leichten Anstieg der Doublecortin positiven Zellen im Gyrus Dentatus um 33 bzw. 26% (Abb.
26A).
Die Untersuchungen der Calretinin positiven Zellen ergaben, verglichen zur Kontrolle, keinen
signifikanten Verlust im Gyrus Dentatus bulbektomierter Tiere (Abb. 26B). Die Antidepressiva
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Amitriptylin und Citalopram sowie die FGF-2 Applikationen zeigten keinen signifikanten Effekt
auf die Anzahl Calretinin positiver Zellen in bulbektomierten Tieren (Abb. 26B).
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8 Diskussion
FGF-2 ist eines der Mitogene, welches in vitro die Vermehrung adulter neuronaler Stammzellen
fördert. Weiterhin wird angenommen, dass FGF-2 wichtig für die Proliferation der neuronalen
Stamm- und Progenitorzellen in vivo ist (170) (219) (214).
Da mehrere Arbeiten die proliferative Wirkung von exogen applizierten FGF-2 mittels BrdU
in vivo sowie in vitro nachgewiesen haben, wird in dieser Arbeit die Wirkung von endogenem,
verglichen zu exogenem FGF-2 auf neurogenetische Zellen verschiedener Entwicklungsstadien
untersucht.
8.1 Reduktion der hippokampalen Neurogenese im DG von FGF-2−/− Mäu-
sen
Es existieren der Zeit nur wenige Studien, welche die Neurogenese in FGF-2−/− Mäusen be-
schreiben (94) (233).
Im Gegensatz dazu, dass FGF-2 in vitro die Proliferation von Zellen aus verschiedenen Ge-
hirnarealen steigert, konnten wir in vivo keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
proliferierenden Zellen im DG von FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäusen finden. Auch andere Ar-
beitsgruppen fanden keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der proliferierenden Zellen
im DG adulter FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäusen (231). Dagegen konnte in der subven-
trikulär Zone (SVZ) von adulten FGF-2−/− Mäusen eine Reduktion der proliferierenden Zellen
um fast 50%, verglichen zur Kontrollen, gezeigt werden (236).
Anhand der neurogenetischen Marker NeuroD, Doublecortin und Calretinin konnten Neurone
verschiedener Entwicklungsstadien untersucht werden. Die quantitative Auswertung ergab einen
signifikanten Rückgang der NeuroD, Doublecortin sowie Calretinin positiver Zellen im DG von
FGF-2−/− Mäusen, verglichen zu FGF-2+/+ Mäusen.
Der Einfluss von FGF-2 auf neuronale Vorläuferzellen wird derzeit in der Literatur kontrovers
diskutiert. So haben verschiedene in vitro Studien ergeben, dass FGF-2 das Potential besitzen
soll, undifferenzierte Vorläuferzellen im Zellzyklus verweilen zu lassen. So wird die Population
der Progenitorzellen vergrößert und deren Differenzierung verzögert (219) (190) (155) (198) (19)
(61) (85) (86) (196).
Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass sich die Zellzykluscharakteristika der Vorläuferzellen in
der SVZ von FGF-2−/− Mäusen, verglichen zu FGF-2+/+ Mäusen, nicht ändern. Die Vorläufer-
zellen der FGF-2−/− Mäuse scheinen in einer Art Ruhezustand zu verweilen (236). Da wir in
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unseren Experimenten keinen Anstieg der proliferierenden Zellen im DG der FGF-2+/+ Mäu-
se, verglichen zum DG der FGF-2−/− Mäuse beobachten konnten, ist es unwahrscheinlich, dass
sich die Vorläuferzellen der FGF-2+/+ Mäuse länger im Zellzyklus befinden. Wahrscheinlicher
ist, dass die Progenitorzellen im DG der FGF-2−/− Mäuse in den oben beschriebenen Ruhezu-
stand gehen, da wir keinen Unterschied in der Anzahl der proliferierenden Zellen in den beiden
untersuchten Gruppen finden konnten. Eine weitere Erklärung für die Reduktion der NeuroD,
Doublecortin und Calretinin positiven Zellen im DG der FGF-2−/− Mäuse, verglichen zu den
Kontrollen, könnte im Unterschied des Volumens der granulären Zellschicht oder der Dichte der
granulären Zellen liegen. Die Untersuchung dieser beiden Parameter hat ergeben, dass sich das
Volumen der granulären Zellschicht sowie die Dichte der granulären Zellen in FGF-2+/+ Mäu-
sen und FGF-2−/− Mäusen nicht unterscheiden (232). Somit scheint das Fehlen von endogenen
FGF-2 einen Einfluss auf die neuronale Differenzierung zu haben, oder zu einem Absterben sich
entwickelnder Neurone beizutragen.
Neben den Untersuchungen auf Proteinebene wurden auch die mRNA-Expressionen der Marker
NeuroD, Doublecortin und Calretinin untersucht. Der Marker NeuroD zeigte auf mRNA-Ebene
eine signifikante Abnahme im DG der FGF-2−/− Mäuse, verglichen zu den Kontrolltieren. Wir
beobachteten jedoch einen Anstieg der Doublecortin mRNA-Expression im DG der FGF-2−/−
Mäuse, wohingegen die Menge an Doublecortin Protein abnimmt. Möglicherweise ist FGF-2 wich-
tig für die Translation der mRNA in das fertige Doublecortin Protein. Durch das Ausschalten des
FGF-2 Gens könnte es zu Störungen auf translationeller Ebene kommen. Die mRNA-Expression
des Markers Calretinin zeigte, im Gegensatz zur Protein-Ebene, keine signifikanten Unterschie-
de im DG der FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäuse. Eine mögliche Ursache dafür könnte
sein, dass Calretinin ebenso von Interneuronen exprimiert wird. Da die Präparation des DGs
nie hundertprozentig genau sein kann, konnten auch Interneurone mit isoliert werden, welche die
Messergebnisse beeinflussen.
8.2 Erhöhter Zelltod in den hippokampalen Slice-Kulturen der FGF-2−/−
Mäuse
Entwicklungsstudien zeigten einen direkten (83) (160) (15) und Studien der adulten Neurogene-
se einen indirekten Zusammenhang (156) zwischen dem natürlichen Zelltod und der Anzahl der
neuronalen Vorläuferzellen in der SVZ und der hippokampalen Formation. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass FGF-2 das Überleben der Zellen fördert (154) (225) (220) (114).
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Unsere Beobachtungen haben ergeben, dass der Zelltod in den Slice-Kulturen der FGF-2−/−
Mäuse signifikant ansteigt. Dass FGF-2 im Slice-Kultur-Model das Überleben der Zellen und
deren neuronale Verknüpfung fördert, belegen die Ergebnisse von Nakagami et al. (159). Das
Fehlen des endogenen FGF-2 könnte die Ursache für den Anstieg des Zelltodes und damit für
die Reduktion der Neurogenese der FGF-2−/− Mäuse sein.
In vivo Studien, welche die Kortikogenese in FGF-2−/− Mäusen untersuchten, konnten, vergli-
chen zu den Kontrollen, keinen erhöhten Zelltod beobachten. Diese könnte auch darauf zurück-
zuführen sein, dass FGF-2 für postnatale kortikale Vorläuferzellen nicht essentiell ist (183). Im
DG hingegen scheint FGF-2 in die Regulation des Zelltodes involviert zu sein. Zu bedenken ist,
dass das Slice-Kultur-System ein künstliches System ist, in welchem eventuelle kompensierende
Faktoren des FGF-2 nicht vorhanden sind.
8.3 Das Fehlen des endogenen FGF-2 führt zum Anstieg der FGFR 1 mRNA
und des Proteins
Der Wachstumsfaktor FGF-2 bindet an die FGFR 1-4 (166). Durch alternatives Splicen der
FGFR 1-3 entstehen Rezeptorvarianten, welche die Domäne II sowie drei alternative Formen
der Domäne III (a, b, c) enthalten können. Diese unterschiedlichen Splice-Varianten der FGF-
Rezeptoren sind wichtig für die Bestimmung der Ligandenspezifität (68). Die volle Länge des
FGFR 1 bindet FGF-1 und FGF-2 mit gleicher Affinität (167). Die Isoformen II und IIIc besit-
zen eine höhere Bindungsaktivität zu FGF-1 als zu FGF-4 (139). Dagegen besitzen die Isoformen
II und IIIc eine höhere Affinität zu FGF-1 als zu FGF-2 (41) (228).
Da FGF-2 die höchste Affinität zu den Isoformen FGFR 1c, FGFR 3c und FGFR 4 (168) be-
sitzt, FGFR 4 im Gehirn jedoch nicht exprimiert wird, haben wir die mRNA- sowie die Protein-
Expressionen der FGF-Rezeptoren 1 und 3 untersucht.
Während der Embryogenese und im Erwachsenenalter konnte die höchsten FGFR 1-Expressionen
im Hippokampus nachgewiesen werden (89) (226) (7) (164). Es konnte gezeigt werden, dass die
mRNA des FGFR 1 in allen Schichten der hippokampalen Formation exprimiert wird und das
der FGFR 1 essentiell für das Wachstum der Neurospherenkulturen in Anwesenheit von FGF-2
ist (164).
Die Daten der RT-PCR zeigen einen signifikanten Anstieg der FGFR 1 mRNA im DG der FGF-
2−/− Mäuse, verglichen zu den Kontrollen. Auf Protein-Ebene konnten wir einen Anstieg des
FGFR1 Isoform IIIc nachweisen. Zwar bindet FGF-2 bevorzugt an diese Isoform, jedoch hat
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FGF-1 eine wesentlich höhere Affinität und kann ebenfalls als Mitogen fungieren (22). Wir ver-
muten, dass die Hochregulierung des FGFR 1 im DG der FGF-2−/− Mäusen im Zusammenhang
mit Kompensationsmechanismen steht, die darauf zielen, das Fehlen des FGF-2 auszugleichen.
In FGFR 1−/− Mäusen wurde beispielsweise eine Reduktion der Vorläuferzellen im DG gefun-
den. Eine Vermutung war, dass das Fehlen des FGFR 1 den Zellzyklus verlängert (164). Das
würde bedeuten, dass die Hochregulation des FGFR 1 in den FGF-2−/− Mäuse zur Verkürzung
des Zellzyklus führen könnte. Folglich käme es zum Anstieg der neuronalen Vorläuferzellen im
DG dieser Tiere, was eine Möglichkeit wäre, den Effekt von fehlendem FGF-2 zu kompensieren.
Dagegen spricht, dass gezeigt wurde, dass sich die Zellzykluscharakteristika in FGF-2−/− Mäuse,
wie oben bereits erwähnt, nicht ändern (215) (236). Eine weitere Hypothese ist, dass FGFR 1
den Vorläuferzellen den Wiedereintritt in die S-Phase des Zellzyklus ermöglicht, dass Fehlen des
FGFR 1 führt jedoch zur Reduktion der Vorläuferzellen (164). Die Folge der Hochregulierung
des FGFR 1 in den FGF-2−/− Mäuse würde der vermehrte Eintritt der Vorläuferzellen in die
S-Phase des Zellzyklus sein. Somit hätten wir im DG der FGF-2−/− Mäuse einen Anstieg der
proliferierenden Zellen beobachten müssen.
Die vermehrte Expression des FGFR 1 im DG der FGF-2−/− Mäuse dient unseren Beobach-
tungen zu folge weniger der vermehrten Produktion der Vorläuferzellen, sondern wahrscheinlich
eher der Kompensation des fehlenden FGF-2 durch andere Faktoren. Insulin like growth fac-
tor (IGF), welcher eine Schlüsselrolle in der Stammzellaktivierung zu haben scheint, oder der
Epidermal growth factor (EGF) sind zwei der Faktoren, welche den Verlust des FGF-2 in den
FGF-2−/− Mäusen kompensieren könnten (6).
Die Expression des FGFR 3 im DG der FGF-2+/+ sowie der FGF-2−/− Mäuse zeigte keinen
signifikanten Unterschied. Der FGFR 3 wird im Gegensatz zum FGFR 1 nicht von Neuronen,
sondern hauptsächlich von Gliazellen exprimiert (180) (146). Gliazellen schützen die Neurone,
unter anderem durch die Produktion von neurotrophen Faktoren. Als Liganden für den FGFR 3
fungieren, neben FGF-2 auch FGF-1, FGF-9 und FGF-17 sowie im geringeren Maße FGF-4 und
FGF-8 (59).
8.4 Exogenes FGF-2 hat in FGF-2−/− Slice-Kulturen keinen Einfluss auf die
Neurogenese
In den Slice-Kulturen der FGF-2−/− Mäuse, verglichen zu FGF-2+/+ Mäusen, konnte eine Ab-
nahme der NeuroD positiven Zellen im DG beobachtet werden. Auch in vivo, wie oben beschrie-
8 DISKUSSION 81
ben, konnten wir eine signifikante Abnahme der NeuroD positiven Zellen im DG der FGF-2−/−
Mäuse beobachten. Bei der Auswertung der Calretinin positiven Zellen in den hippokampalen
Slice-Kulturen der FGF-2+/+ und FGF-2−/− Mäuse konnten wir keine signifikante Abnahme
beobachten. Weniger sterbende Neurone im DG der FGF-2−/− Mäuse könnte letzteren Befund
vielleicht erklären. Dagegen spricht, dass wir einen signifikanten Anstieg des Zelltods in den FGF-
2−/− Mäusen zeigen konnten. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass bei der quantitativen Auswertung
Interneurone mit gezählt wurden, da diese im Slice-Kultur Model nur schwer von neugebildeten
Neuronen unterschieden werden können.
Für isolierte neuronale Stammzellen aus dem fetalen Gehirn (186) (185) (62) (110) sowie aus
dem Gehirn adulter Ratten (190) (61) (170) und Mäuse (86) gilt FGF-2 in hohen Konzentration
als Mitogen. Auf Grund dessen haben wir untersucht, ob die Neurogenese im DG der FGF-2−/−
Mäusen durch die Zugaben von exogenem FGF-2 erhöht bzw. gefördert werden kann. Die quan-
titativen Auswertungen der NeuroD sowie Calretinin positiven Zellen im DG der FGF-2−/−
Mäuse, nach der Zugabe von 20ng/ml FGF-2, haben keinen signifikanten Unterschied zu den
unbehandelten FGF-2−/− Mäusen gezeigt.
Die Wirkung von exogenem FGF-2 auf die hippokampale Neurogenes wird in der Literatur kon-
trovers diskutiert. So konnten Kuhn et al. zeigen, dass exogenes FGF-2, appliziert in die lateralen
Ventrikel von Ratten, keinen proliferativen Effekt auf hippokampale Vorläuferzellen hat (118).
Sie vermuten, dass hippocampale Vorläuferzellen in ihrer natürlichen Umgebung unabhängig von
exogenem FGF-2 sind.
Andere Arbeiten haben nach der Applikation von FGF-2 in den lateralen Ventrikel bei Ratten
eine erhöhte Proliferation im DG beobachtet. Auch wir konnten im Slice-Kultur Model zeigen,
dass 20ng/ml exogenes FGF-2 die Proliferation der Zellen (BrdU-positive Zellen) im DG der
FGF-2+/+ Mäuse signifikant steigern kann.
Schlechte Penetration des FGF-2 in die Zellen könnte eventuell dazu führen, dass wir keine Stei-
gerung differenzierender neurogenetischer Zellen in den FGF-2−/− Mäusen finden. Eine wichtige
Rolle scheinen hierbei die Heparan-Sulfat-Proteoglykane einzunehmen. Die Bindung des FGF-2
an diese Heparan-Sulfate-Proteoglykane scheint die Wachstumsfaktoren vor Degradierungen und
Proteolyse zu schützen und so den Wirkungsradius der FGF-2 Diffusion zu vergrößern (73) (61)
(195) (205) (57). Wir konnten auch in Abwesenheit dieser Heparan-Sulfate einen proliferativen
Effekt des exogenen FGF-2 beobachten und gehen so davon aus, dass FGF-2 in die Zellen ge-
langt.
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Es existieren allerdings auch Studien, welche zeigen, dass bestimmte FGF-2 Level die Neuroge-
nese inhibieren. Die Vorläuferzellen werden in einer Art undifferenziertem Zustand gehalten oder
erhalten ein höheres Potential, zu Gliazellen zu differenzieren (96) (213).
8.5 Exogenes FGF-2 verringert nicht den Zelltod im Hippokampus der FGF-
2−/− Mäuse
In den hippokampalen Slice-Kulturen der FGF-2−/− Mäuse konnten wir vermehrten Zelltod be-
obachten. Da FGF-2 als Faktor gilt, welcher das Überleben diverser Zellen fördert, haben wir
versucht, durch die Zugabe von exogenem FGF-2 zu den Slice-Kulturen der FGF-2−/− Mäuse,
das vermehrte Sterben der Zellen im Hippokampus zu verhindern. In Kulturen retinaler Neurone
konnte gezeigt werden, dass sowohl endogenes als auch exogenes FGF-2 das Überleben der Zel-
len fördern (36). Unsere Beobachtungen haben ergeben, dass das Fehlen des endogenen FGF-2
den Zelltod hippokampaler Zellen erhöht, dieser aber durch die Zugabe von exogenem FGF-2
nicht reduziert werden kann. Desire et al. und andere Gruppen vermuten, dass exogenes FGF-2
die Synthese des endogenen FGF-2 fördert und somit den Zelltod verhindert (36) (58). Da das
Gen für FGF-2 in den FGF-2−/− Mäusen ausgeschalten ist, existiert kein endogenes FGF-2 das
aktiviert werden kann und somit in der Lage wäre, den Zelltod zu reduzieren.
Weiterhin wurde gezeigt, dass exogenes FGF-2 die endogene FGF-2 und FGF-1 Expression in
Neuronen der Retina erhöht (35). Wird FGF-1 in PC12 Zellen überexprimiert, kann dieser auch
als Faktor wirken, welcher das Überleben der Zellen fördert (187). Unsere Beobachtungen lassen
vermuten, dass exogenes FGF-2 in hippokampalen Slice Kulturen nicht in der Lage ist, endoge-
nes FGF-1 in dem Maße zu erhöhen, dass es neuroprotektiv wirken kann. Andererseits besteht
vielleicht die Möglichkeit, dass FGF-1 neuroprotektiv wirkt, aber Effekte nur in Kombination
mit endogenem FGF-2 zu beobachten sind.
Die Rolle des FGF-2 in der antiapoptotischen Signalkaskade ist noch weitgehend unbekannt. Es
konnte gezeigt werden, dass exogenes FGF-2 in Neuronen die Expression der Gene Bcl-xL und
Bcl-2 erhöht. Auch andere Studien konnten nachweisen, dass die durch FGF-2 bedingte Hoch-
regulation von Bcl-xL und/oder Bcl-2 zum vermehrten Überleben der Zellen führt (102) (115)
(210) (227). Während des Zelltodes werden die Bcl-xL und Bcl-2 herunterreguliert. FGF-2 soll
diese Herunterregulierung verhindern und somit vor Zelltod schützen (145) (210).
Der genaue Mechanismus, wie FGF-2 in die Regulation der Apoptose involviert ist, wird in der
Literatur noch kontrovers diskutiert. Als ein möglicher Signalweg des Zelltodes wird die Fas
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Signalkaskade beschrieben. Die Expression von Fas konnte im Cerebellum und Hippokampus
nachgewiesen werden (173). Ebenso wurde gezeigt, das der Zelltod der H19-7 Zellen (hippo-
kampale neuronale Zellen) über den Fas-und FasL vermittelten Signalweg erfolgt. FGF-2 konnte
in diesem Experiment den Signalweg unterdrücken und das Überleben der Zellen fördern. Zum
anderen kann der Fas-Signalweg mehrere Zelltod-Kaskaden initiieren. Ein weiterer Signalweg,
über welchen der Zelltod vermittelt wird, läuft über TNF-α. TNF-α wird neben vielen anderen
Regionen auch im Hippokampus exprimiert (171). TNF-α kann zum einen als Überlebensfaktor
fungieren, indem es zur vermehrten Expression der Gene Bcl-2 und Bcl-xL in hippokampalen
Neuronen kommt (209). Auf der anderen Seite kann TNF-α auch das Sterben der Zellen fördern
(222).
Eves et al. haben gezeigt, dass FGF-2 die Expression von TNF-α erhöht (55). Da durch die Zuga-
be von exogenem FGF-2 der Zelltod in unseren Experimenten nicht erhöht wurde und der Zelltod
in den FGF-2−/− Mäusen höher war als in den FGF-2+/+ Mäusen, ist eher unwahrscheinlich,
dass FGF-2 über die Expression des TNF-α den Zelltod reguliert. Eher ist zu vermuten, dass
andere Zytokine an der Regulation des Zelltodes beteiligt sind.
8.6 Blockade des endogenen FGF-2 in den Slice-Kulturen der FGF-2+/+
Mäuse hat keinen Einfluss auf die Neurogeneserate
Mehrere Studien lassen vermuten, dass die Neurorogenes in vitro (67) (40) (38) (52) (39) (181)
(182) (64) (44) und in vivo (211) von verschiedenen extrazellulären Faktoren beeinflusst wird.
Um die Rolle des FGF-2 in der Regulation der Neurogenese zu untersuchen, haben wir einen
FGF-2 neutralisierenden Antikörper verwendet. Dieser erkennt das native Protein, blockt spezi-
fisch die FGF-2 Aktivität und zeigt keinerlei Kreuzreaktion zu FGF-1 (141).
Anhand muriner Fibroblasten wie auch im Slice-Kultur-Modell konnte nach der Blockierung des
endogenen FGF-2 mittels des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers ein signifikanter Rückgang
proliferierender Zellen beobachtet werden. Auch Tao et al. konnten zeigen, dass der FGF-2 neu-
tralisierende Antikörper die mitogene Aktivität cerebellärer granulärer Vorläuferzellen in vitro
reduziert (212). Wird der FGF-2 neutralisierende Antikörper intravenös in vivo injiziert, konnte
eine vollständige Blockade der FGF-2 vermittelten mitogenen Stimulation beobachtet werden
(99). Injektionen in die Cisterna cerebellomedularis führen zur Reduktion der DNA-Synthese im
Cerebelleum und Hippokampus. Dies lässt vermuten, dass FGF-2 Level der Umgebung die regio-
nale Neurogenese regulieren. Es ist bei in vivo Injektionen jedoch zu bedenken, dass durch diese
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der Zelltod erhöht werden kann, beispielsweise durch die Aktivierung der Komplementkaskade.
Allerdings erscheint dies eher unwahrscheinlich, da die Applikation eines nicht neutralisierenden
Antikörpers, dessen Herstellung und Reinigung identisch sind mit dem neutralisierenden Anti-
körper, nicht zur Reduktion der mitogenen Aktivität führt. Zum anderen reduziert der FGF-2
neutralisierende Antikörper die mitogene Aktivität in Zellkulturen in deren Medium keine Kom-
plementfaktoren enthalten sind.
Unsere Experimente haben gezeigt, dass sich die Proliferation der hippokampalen Zellen durch
den FGF-2 neutralisierenden Antikörper signifikant reduzieren lässt. Die Blockade des endogenen
FGF-2 scheint jedoch die Anzahl junger Neurone bzw. die Anzahl der NeuroD positiven Zellen
im DG FGF-2+/+ Mäuse nicht zu beeinflussen. Es besteht die Möglichkeit, dass die von uns
gewählte Konzentration des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers zu gering war und das noch
vorhandene endogene FGF-2 ausreichend war, um die Neurogenese aufrecht zu erhalten. In den
Experimenten von Tao et al. wurde gezeigt, dass die Konzentration des FGF-2 neutralisierenden
Antikörpers von 10 µg/ml die Proliferation fast vollständig blockt. In unseren Vorexperimenten
mit höheren Konzentrationen des FGF-2 neutralisierenden Antikörpers konnten wir keine höhere
Reduktion der Proliferation beobachten. Andererseits wurde jedoch die Wirkung der Neutralisa-
tion auf die Proliferation aller Zellen untersucht. Nelson et. al. haben nachweisen können, dass
die Blockade des endogenen FGF-2 durch einen FGF-2 neutralisierenden Antikörper in humanen
neuronalen Vorläuferzellen keinen Einfluss auf die Neurogenese zu haben scheint (161). Womög-
lich ist nur die Proliferation FGF-2 abhängig, wohingegen die Differenzierung der Zellen weniger
auf FGF-2 angewiesen ist.
8.7 Blockade des endogenen FGF-2 in den Slice-Kulturen der FGF-2+/+
Mäuse führt nicht zum erhöhten Zelltod
Die Blockade des endogenen FGF-2 sowie dessen Herunterregulation in Neuronen der Retina
zeigten eine signifikante Abnahme der Bcl-xL und Bcl-2 Level (36). Diese Gene unterstützen in
der Regel das Überleben der Zellen. Wären diese beiden Gene in den Slice-Kulturen, welche mit
dem FGF-2 neutralisierenden Antikörper behandelt wurden, auch herunterreguliert, müsste ein
ansteigender Zelltod zu beobachten sein. Nach der Neutralisation des endogenen FGF-2 konnten
wir keinen erhöhten Zelltod beobachten. Da der FGF-2 neutralisierende Antiköper das endogene
FGF-2 nicht vollständig blockiert, könnte das noch vorhandene FGF-2 ausreichend sein, um der
Abnahme der Bcl-xL und Bcl-2 Expression entgegen zu wirken. Alternativ können auch andere
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neurotrophe Faktoren das Überleben der Zellen fördern. So konnte gezeigt werden, dass nach
Schäden in der Retina die Expression des Faktors FGF-1 erhöht ist und dieser möglicherweise
die Bcl-xL und Bcl-2 Expression reguliert (29).
8.8 Altern führt zur Reduktion der Neurogenese sowohl in FGF-2+/+ Mäusen
als auch in FGF-2−/− Mäusen - Endogenes FGF-2 scheint die Neuroge-
nese im Alter nicht mehr zu beeinflussen
Im DG 24 Monate alter Mäuse kommt es noch zur Bildung neuer Neurone, welche, verglichen
zu adulten Mäusen, jedoch drastisch reduziert ist. Sowohl im FGF-2+/+ Mäuse als auch im DG
der FGF-2−/− konnten proliferierende, differenzierende und migrierende Neurone nachgewiesen
werden. Schon frühere Studien konnten die Altersabhängigkeit der Neurogenese belegen (106)
(25) (117). Die Reduktion der Neurogenese kann die Folge des Verlustes der Vorläuferzellen wäh-
rend des Alterns sein. Für den Rückgang der Neurogenese im Alter können aber auch andere
Mechanismen verantwortlich sein. Eine Möglichkeit ist, dass neuronale Vorläuferzellen eher zu
Gliazellen differenzieren. Des Weiteren kann sich die mitogene Aktivität der Vorläuferzellen än-
dern. Dadurch könnte es zur Reduktion der neugeborenen Neurone kommen. Letztendlich können
die neuen Neurone auch sterben, bevor sie zu granulären Neuronen differenzieren können.
Um der Frage nachzugehen, ob es zum Rückgang der Neurogenese im Alter kommt, weil die Vor-
läuferzellen nicht mehr von anderen Faktoren stimuliert werden können, oder ob die Umgebung
der Vorläuferzellen diese Stimuli nicht mehr zur Verfügung stellen kann, haben wir den Einfluss
des Wachstumsfaktors FGF-2 auf die hippokampale Neurogenese während des Alterns unter-
sucht. Es ist bekannt, dass sich die lokale Umgebung der neuronalen Vorläuferzellen während des
Alterns dahingehend ändert, dass beispielsweise mitotische Stimuli nicht länger benötigt werden.
In verschiedenen Studien wurden Faktoren beschrieben, welche das Entstehen junger Neurone
regulieren (82) (13) (95).
Mayo et al. konnten zeigen, dass die Infusion des neuroaktiven Steroids Pregnenolon-Sulfat das
geschädigte Gedächtnis alter Ratten positiv beeinflussten (142). Ebenso wurde beschrieben, dass
oxidativer Stress die Verletzlichkeit hippokampaler Neurone erhöht (162). Glukokortikoide sollen
die Neurogense im DG inhibieren (82) (80). Die höchsten Kortikosteron-Level wurden überra-
schender Weise in jungen weiblichen Mäusen und die niedrigsten in jungen männlichen Mäusen
nachgewiesen (17).
Ein Grund für die Abnahme der proliferierenden, differenzierenden und migrierenden Zellen im
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DG 24 Monate alter im Vergleich zu den 3 Monate alten Mäusen könnte ein vermehrter Zell-
tod während des Alterns sein. Der Zelltod ist im hohen Maße abhängig von Hormonellen- und
Umgebungsstimuli (49) (216). So führt beispielsweise die Verhinderung der Bildung der Steroid-
Hormone gleichzeitig zur Erhöhung des Zelltodes im DG und zum Anstieg der Zellteilung unreifer
Zellen (151). Als ein Schlüsselenzym des apoptotischen Signalweges gilt die Caspase-3. Caspase-
3 positive Zellen wurden in der SVZ alter und junger Mäuse untersucht. Zu beobachten war
ein signifikanter Anstieg dieser Zellen während des Alterns. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass eher die Neurone sterben, als die Gliazellen. Eine weitere Erklärung könnte der Anstieg
der Glukokortikoid-Level in alten Mäusen sein. Durch diesen erhöhten Glukokortikoid-Spiegel
könnte die Neurogenese inhibiert sein. Dass Glukokortikoide als Regulatoren der Neurogenese
weniger in Frage kommen, belegen die Studien von Borg et al.. Sie haben gezeigt, dass sich die
Glukokortikoid-Level adulter und alter Mäuse nicht unterscheiden (17).
Natürlich existieren noch eine Menge anderer Faktoren, welche die Neurogenese im Alter beein-
flussen können. Dazu gehört unter anderem der Wachstumsfaktor FGF-2.
Jin et al. haben gezeigt, dass die Applikation von FGF-2 in die lateralen Ventrikel alter Mäuse
die Anzahl der BrdU positiven Zellen im DG, verglichen zu den Kontrollen, erhöht. In unserem
Experiment haben wir 24 Monate alte FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäuse verwendet, um
den Einfluss von endogenem FGF-2 auf die Neurogenese im DG zu untersuchen. Dabei konnten
wir keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl proliferierender, differenzierender oder migrie-
render Zellen im DG der alten FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäuse beobachten. Aufgrund
dieser Beobachtungen kann vermutet werden, dass endogenes FGF-2 im Alter die Neurogenese
nicht maßgeblich beeinflusst. Wahrscheinlich werden im Alter andere Wachstumfaktoren drin-
gender benötigt als FGF-2, wie zum Bespiel IGF-I. Dennoch scheint die Applikation von FGF-2
in die lateralen Ventrikel alter Mäuse die Neurogenese positiv zu beeinflussen. Es kann vermutet
werden, dass FGF-2 in die Regulation anderer biochemischer Prozesse involviert ist, welche den
Anstieg proliferierender Zellen zur Folge haben.
8.9 Amitriptylin, nicht aber Citalopram kann die Neurogenese bulbektomier-
ter Tiere beeinflussen
Verschiedene Hinweise lassen einen Zusammenhang zwischen Depressionen und Änderungen im
Hippokampus vermuten. So wurde durch MRI-Studien gezeigt, dass das hippokampale Volumen
der Testpersonen mit Depressionen abnimmt (202). Es wurde eine Korrelation zwischen der
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Dauer der Depressionen und dem hippokampalen Volumen beschrieben. Die Autoren dieser Stu-
die vermuten, dass es in depressiven Phasen zum Anstieg der Glukokortikoid-Konzentrationen
kommt, welcher neurotoxisch sein soll.
Weitere Studien konnten den oben beschrieben Volumenverlust des Hippokampus in chronisch-
depressiven Patienten, nicht aber in geheilten depressiven Patienten beobachten (200).
Unsere Experimente zeigten zwar keinen Verlust des hippokampalen Volumens, jedoch konnte
eine signifikante Abnahme der Doublecortin positiven Zellen im DG bulbektomierter Mäuse
beobachtet werden. Durch die Behandlung mit Antidepressiva sowie durch Injektionen mit
dem Wachstumsfaktor FGF-2 sollte untersucht werden, inwieweit diese die Neurogenese im DG
bulbektomierter Tiere erhöhen können.
Depressionen gehen mit der Abnahme des Serotoninspiegels im Gehirn einher. Deswegen
werden unter anderem Antidepressiva zur Behandlung der Depression verwendet, welche die
Wiederaufnahme der Neurotransmitter (Serotonin, Noradrenalin, Dopamin) in die Nervenzellen
hemmen. Wir haben für unsere Experimente die Antidepressiva Amitriptylin und Citalopram
verwendet. Amitriptylin verhindert die Wiederaufnahme von Serotonin, Noradrenalin und
Dopamin, wohingegen Citalopram spezifischer ist und nur die Wiederaufnahme von Serotonin
in die Nervenzellen verhindert.
Die Behandlung bulbektomierter Tiere mit dem Antidepressivum Citalopram führte nicht
zur Steigerung der Neurogenese im DG bulbektomierter Tiere, verglichen zu unbehandelten
Kontrollen. Dies steht im Gegensatz zu verschiedenen Studien, welche Serotonin als Haupt-
regulator der Zellteilung, Apoptose, Axon-Verzweigung, Dendritenbildung und vor allem der
Neurogenese sehen (65). Außerdem wird in der Literatur beschrieben, dass alle Klassen von
Antidepressiva wie zum Beispiel 5-TH reuptake Inhibitoren (47), oder atypische Antidepressiva
wie elektrokonvulsive Läsionen und stimmungsstabilisierende Faktoren wie Lithium (134)
(32) die Proliferation sowie das Überleben neuer Neurone im DG steigern. Die Applikation
der Antidepressiva in unserem Experiment war nicht akut, sondern chronisch. Die Art der
Applikation der Antidepressiva ist wichtig, da in der Literatur beschrieben ist, dass die akute
Applikation im Gegensatz zur chronischen keine positiven/wirkungsvollen Effekte vermitteln
kann (135) (136) (50). Ob jedoch die Serotonin reuptake Inhibitoren überhaupt eine positive
Wirkung bei der Depression haben, wird sogar derzeit in Frage gestellt, da eine Studie zeigen
konnte, dass Serotonin reuptake Inhibitoren bei Depressionen nicht wesentlich besser wirken als
Placebos (112).
8 DISKUSSION 88
Die Behandlung bulbektomierter Tiere mit dem Antidepressivum Amitriptylin führte im
Gegensatz zur Behandlung der bulbektomierten Tiere mit Citalopram zur einer leichten
Verbesserung der Neurogenese, welche sich im Anstieg der Doublecortin positiven Zellen wider-
spiegelt. Das Amitriptylin im Gegensatz zu dem Antidepressivum Citalopram die Neurogenese
zu fördern scheint, kann an der unterschiedlichen Wirkungsweise der Antidepressiva liegen.
Citalopram gilt als selektiver Serotonin reuptake Inhibitor. Amitriptylin hingegen wirkt nicht
selektiv und verhindert so nicht nur die Wiederaufnahme von Serotonin, sondern ebenfalls
von Noradrenalin und Dopamin. Eine biologische Grundlage der Depression bildet das Fehlen
der Neurotransmitter wie Serotonin und Noradrenalin im Gehirn. Auch Dopamin soll die
Neurogenese beeinflussen. Das Breitband-Antidepressivum Amitriptylin verhindert sowohl
die Serotonin- als auch die Noradrenalin- und Dopamin-Wideraufnahme; bei der Applikation
konnten wir einen tendenziellen Anstieg der Neurogenese beobachten. Womöglich würde eine
längere Anwendung des Antidepressivums Amitriptylin den Effekt noch verstärken.
Bei der Untersuchung der Calretinin positiven Zellen konnten wir keine signifikante Abnah-
me dieser Zellen im DG der bulbektomierten Mäuse beobachten. Auch die Antidepressiva
Amitriptylin und Citalopram zeigten keinen Einfluss auf die Calretinin-Zellpopulation im DG
bulbektomierter Tiere. Dies könnte zum einen daran liegen, dass Calretinin neben neurogeneti-
schen Zellen ebenso von Interneuronen exprimiert wird. Zum anderen besteht die Möglichkeit,
dass während der Depression nur die migrierenden Doublecortin positiven Zellen und weniger
die postmitotischen, sich in das Netzwerk integrierenden Calretinin positiven Zellen betroffen
sind.
Dennoch bleiben viele Fragen offen, in wie weit die Neurogenese mit der Depression und deren
Behandlungen im Zusammenhang steht. Aufbauend auf den von uns erhaltenen Ergebnissen
wäre ein weiterer wichtiger Schritt die Zellen zu identifizieren, welche auf die Behandlung
mit Antidrepressantien reagieren. Weiterhin ist unklar, ob Stress und die Modulation der
Neurotransmitter in der Weise reagieren, dass sie im Hippokampus ein Milieu erzeugen, welches
die Neurogense beeinflusst, oder ob eine direkte Aktion auf die proliferierenden Zellen im
Hippokampus statt findet. Auch über die Verteilung der Serotonin, Noradrenalin und Dopamin
Rezeptoren im Hippokampus ist wenig bekannt.
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8.10 FGF-2 appliziert in bulbektomierte Tiere beeinflusst die Neurogenese
Neben BDNF, welcher einer der Hauptregulatoren der Depression sein soll, scheint FGF-2
über einen ähnlichen Signalweg in die Regulation der Depression involviert zu sein. Wie in
der Abb. 27 gezeigt, weisen depressive Patienten einen geringeren Serotoninspiegel auf, dies
führt zur Reduktion des Faktors BDNF. Folglich werden proapoptotische Proteine nicht mehr
ausreichend gehemmt und antiapoptotische Proteine zu wenig exprimiert. Dieses führt vermehrt
zum Zelltod.
Evans et al. vermuten, dass FGF-2 auf ähnliche Weise die Signalwege der Depression beeinflusst.
Sie konnten zeigen, dass sich die FGF-2 Transkriptions-Level in MDD (Major Depressive
Disorder)-Patieneten verglichen zu den Kontrollen unterscheiden. FGF-2 scheint in den
Serotonin-reuptake-Inhibitationsmechanismus involviert zu sein, da Evans et al. zeigen konnten,
dass MDD-Patienten, welche mit SSRIs behandelt wurden, eine signifikant weniger starke
Abnahme einiger FGF Transkripte aufwiesen (54).
8 DISKUSSION 90
Abb. 27: Dargestellt sind verschiedene Faktoren, welche die Neuroplastizität und zelluläre Belastbarkeit
bei Gemütskrankheiten beeinflussen. Stress und Depressionen können durch verschiedene Mechanismen
die zelluläre Belastbarkeit beeinflussen. Neurotrophe Faktoren wie beispielsweise BDNF unterstützen das
Überleben der Zellen durch die Aktivierung zwei verschiedener Signalwege: den PI-3-Kinase Signalweg
und den ERK-MAP-Kinase Signalweg. BDNF unterstützt das Überleben der Zellen durch die Hochregu-
lation von Bcl-2. Bcl-2 verhindert den Zelltod, indem es der Freisetzung von Calcium und Cytochrom C
entgegenwirkt. Eine chronische Applikation verschiedener Antidepressiva führen zum Anstieg der BDNF-
TrkB-Expression. Lithium scheint neuroprotektive Effekte zu haben und ist an der Hochregulation des
cytoprotektiven Bcl-2 beteiligt. BDNF, brain derived neurotrophic factor; trkB, Tyrosin-kinase Rezeptor
für BNDF; Bcl-2 und Bcl-x, antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie; BAD, proapoptotisches Mit-
glied der Bcl-2 Familie; Ras, MEK, ERK, Komponenten des ERK MAP Kinase Signalweges; CREB,
cyclic AMP responsive element binding protein; Rsk-2, ribosomale S 6 Kinase; ROS, reactive oxygen
species; GR, Glukokorticoid-Rezeptor. Abbildung verändert nach (138).
In der Literatur gib es einige Hinweise, dass die Level der Wachstumsfaktoren positiv mit dem
hippokampalen Volumen korrelieren. So zeigten ansteigende BDNF (122)- und FGF Level (234)
(223) einen verminderten Verlust des hippokampalen Volumens. Negativ zu korrelieren scheint
das hippokampale Volumen mit der Anfälligkeit auf stressbedingte Krankheiten. Eine negative
Korrelation des hippokampalen Volumens konnte bei Veranlagungen für PTSD (posttraumatic
stress disorder) nachgewiesen werden (21).
Derzeit ist wenig über die Interaktionen zwischen den verschiedenen Wachstumsfaktoren be-
8 DISKUSSION 91
kannt. Dennoch zeigen eine Vielzahl der Medikamente einen Anstieg der Expression verschiede-
ner Wachstumsfaktoren. Antidepressiva zum Beispiel, können einen Anstieg der IGF-1, BDNF
und FGF-2 Expression bedingen (Abb. 27) (46) (137) (109).
FGF-2 ist ein wichtiger Faktor für die Neurogenese, fördert das Überleben der Zellen, ist in
depressiven Patienten herunterreguliert und scheint im Zusammenhang mit SSRI-Mechanismen
zu stehen. Deshalb haben wir die Wirkung des FGF-2 als Antidepressivum auf die Neurogenese
depressiver Mäuse untersucht. Eine zweimalige Applikation von FGF-2 in die lateralen Ventri-
kel bulbektomiert Mäuse zeigte keinen Effekt auf die differenzierenden Zellen der Neurogenese.
Dagegen induzierte eine viermalige FGF-2 Applikation in die lateralen Ventrikel bulbektomier-
ter Mäuse einen leichten Anstieg der differenzierenden Zellen der Neurogenese, verglichen zu
den Kontrollen. Vermutlich würde sich die Neurogenese durch einen längere Behandlung der
bulbektomierten Mäuse mit FGF-2 weiter erhöhen. FGF-2 soll in der Weise wirken, dass über
den Akt- und ERK-Signalweg die Expression des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 erhöht wird.
Johnson-Farley et al. vermuten, dass neben dem Akt- und ERK- Signalweg ein weiterer Signal-
weg existiert, der die neurotrophen Effekte von FGF-2 vermittelt (98).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass FGF-2, appliziert in die lateralen Ventrikel bulbek-
tomierter Tiere antidepressive Eigenschaften hat, wie an Verhaltensexperimenten demonstriert
werden konnte. Da in die Signalwege der Depression eine Vielzahl von Faktoren involviert sind,
werden als Antidepressiva Kombinationen mehrerer Wachstumsfaktoren, reuptake-Inhibitoren
und Rezeptorinhibitoren getestet. Für die Entwicklung optimaler Antidepressiva wäre es einer-
seits wichtig, die Signalwege zu untersuchen, welche während der Depression beeinflusst werden.
Zum anderen würde die Charakterisierung der Zellen im Hippokampus hinsichtlich der Expres-
sion diverser Rezeptoren dazu beitragen, effektivere Medikamente zu entwickeln.
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9 Schlussfolgerung
9.1 Einfluss des endogenen und exogenen FGF-2 auf die hippokampale Neu-
rogenese
Das chronische Fehlen des endogenen FGF-2 scheint einen Effekt auf die differenzierenden und
migrierenden neurogenetischen Zellen zu haben. Die Proliferation der Zellen jedoch wird durch
den Verlust des endogenen FGF-2 nicht beeinflusst. Für die Reduktion der Neurogenese in FGF-
2−/− Mäusen könnte der von uns beobachtete erhöhte Zelltod in diesen Mäusen verantwortlich
sein.
Die akute Applikation von exogenem FGF-2 konnte den Verlust des endogenen FGF-2 und die
damit verbundene Reduktion der Neurogenese nicht kompensieren. Auch der erhöhte Zelltod in
den FGF-2−/− Mäusen konnte durch die akute Applikation von exogenem FGF-2 nicht verringert
werden.
Durch die akute Blockierung des endogenen FGF-2 in FGF-2+/+ Mäusen mit einem FGF-2
neutralisierenden Antikörper konnte keine Verringerung der Neurogenese beobachtet werden.
Aufgrund dieser Beobachtungen können wir vermuten, dass akute Änderungen der FGF-2 Level
durch andere Faktoren kompensiert werden können. Das chronische Fehlen des endogenen FGF-
2 jedoch kann nicht durch andere Faktoren kompensiert werden. Wahrscheinlich ist FGF-2 in
weitere Signalwege involviert, welche das Überleben der Zellen sowie deren Differenzierung und
Migration fördern.
9.2 Einfluss des Alterns auf die hippokampale Neurogenese und die Rolle des
endogenen FGF-2 im Alter
Im DG alter Mäuse findet noch Proliferation, Differenzierung und Migration statt. Die Anzahl
der proliferierenden, differenzierenden und migrierenden Zellen nimmt im Alter dramatisch ab.
Es konnten im DG alter FGF-2+/+ Mäuse und FGF-2−/− Mäuse, bezüglich neurogenetischer
Zellen, keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Wahrscheinlich wird das endogene
FGF-2 im Alter weniger zur Unterstützung der ohnehin nur noch geringen Neurogenese benötigt.
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9.3 Depression und Neurogenese
Wir konnten zeigen, dass die Anzahl der neurogenetischen Zellen im DG bulbektomierter Tiere,
verglichen zu den Kontrollen, signifikant abnimmt. Durch die Behandlung bulbektomierter Tiere
mit den Antidepressiva Amitriptylin und Citalopram konnte zwar keine signifikante Steigerung
der Neurogenese beobachtet werden, aber das Antidepressiuvum Amitriptylin scheint die Neu-
rogenese leicht zu fördern. Dies lässt vermuten, dass nicht nur Serotonin eine Schlüsselrolle im
Zusammenhang Depressionen und Neurogenese einnimmt, sondern auch andere Faktoren, wie
beispielsweise Noradrenalin oder Dopamin, an der Regulation der Neurogenese beteiligt sind.
Neben den gerade beschriebenen Antidepressiva wurde auch der Einfluss des FGF-2 auf die
Neurogenese bulbektomierter Tiere untersucht. Schon nach viermaliger Applikation konnte eine
leichte Verbesserung der Neurogenese im DG bulbektomierter Tiere festgestellt werden. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass auch neurotrophe Faktoren die Regulation der Depression
beeinflussen zu scheinen.
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